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La question, toujours pendante, du réle des virus dans le déve- 
loppement des tumeurs malignes des mammiféres a recu un 
regain d’intérét a l’occasion des travaux de Ida Mann [84, 35, 37} 
ou cet auteur, inoculant a des souris les broyats de carcinomes 
mammaires spontanés préalablement congelés et desséchés, repro- 
duit avec régularité une tumeur maligne chez les animaux d’expé- 
rience, dans des conditions ot la transmission aurait leu par 
Vintermédiaire d’un virus et sans le support de cellules vivantes. 

Bien qu’ayant recu la caution de savants éminents (Gye [24], 
Gye et collab. [22]), ces expériences n’ont pas été sans soulever 
des critiques (Andrewes [1}), qui ont élevé quelque doute sur leur 
valeur probante. 

L’argument principal en faveur de I’interprétation que Miss 
Mann donne de ses expériences est la destruction par la congé- 
lation des cellules vivantes des tumeurs inoculées. Dans des expé- 
riences témoins [36], elle inocule 4 des souris homozygotes un 
broyat d’embryon de souris et elle constate, si l’injection du 
broyat est faite immédiatement, l’apparition d’embryomes qui 
persistent pendant des mois ou indéfiniment sur les souris 


(*) Société frangaise de Microbiologie, séance du 1% mars 1951. 
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ereffées, alors qu’une congélation & basse température (— 79°) 
pendant vingt-quatre heures suffit 4 empécher tout développement 
ultérieur des cellules ainsi traitées. 

Par analogie, les tumeurs mammaires ayant regu le méme trai- 
tement ne se reproduiraient qu’A la faveur du virus qu’elles 
renferment, et indépendamment des cellules tumorales propre- 
ment dites qui auraient été tuées par la congélation. 

Néanmoins, on ne peut manquer d’étre frappé, a la lecture des 
protocoles de Miss Mann, par un certain nombre de détails qui 
semblent indiquer un transfert par greffe cellulaire beaucoup 
plus qu’un passage par |’intermédiaire d’un virus. C’est ainsi 
qu’on n’observe pas le temps de latence, habituel au développe- 
ment des tumeurs a virus inoculées et non greffées : celles-ci 
apparaissent, dans les expériences de I. Mann, en huit 4 quinze 
jours, au lieu de la durée de plusieurs mois qui s’écoule dans 
le cas des souris inoculées avec le virus du facteur-lait de Bittner ; 
Vinfluence du sexe et des facteurs cestrogénes parait étre nulle 
puisque les tumeurs se développent chez les males et chez les 
sourls impubéres aussi bien que chez les femelles. Enfin, l’appa- 
rition de la tumeur se fait au lieu méme de l'inoculation, et 
celle-ci doit étre pratiquée par vole sous-cutanée pour donner un 
pourcentage important de prises : les souris inoculées par voie 
intrapéritonéale demeurent la plupart du temps indemnes. Ce 
dernier caractére, interprélté par I. Mann comme impliquant un 
virus spécifique a affinités déterminées, peut aussi bien étre 
invoqué comme argument en faveur d’une greffe cellulaire du 
néoplasme mammaire. 

Toutes ces expériences n’ont donc de valeur que s’il est pos- 
sible de démontrer que la congélation a effectivement détruit les 
cellules tumorales. 

Or, Vhistorique du sujet nous montre qu’on ne peut accepter 
sans réserve ni la congélation comme moyen de destruction des 
cellules, ni la greffe de suspension tissulaire A des animaux homo- 
zygotes comme critére de la destruction ou de la vitalité des 
tissus. 

Pour condenser les résultats des travaux antérieurs de nom- 
breux auteurs sur la congélation des tissus, dont l’exposé dépas- 
serait le cadre de cette étude, nous résumons en un tableau les 
données recueillies dans la littérature. 

On voit que de trés nombreuses expériences établissent que, 
dans certaines conditions au moins, la congélation ne suffit pas 
i détruire la vitalité d’un tissu, méme composé de cellules répu- 
tées fragiles. 

Il faut en conclure que les résultats négatifs obtenus dans la 
greffe de suspension tissulaire n’excluent pas toujours la possi- 
bilité de survie de ces cellules. En effet, on peut concevoir que 
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des éléments cellulaires isolés aient pu survivre au traitement 
infligé sans que cette vitalité cellulaire se manifeste, ni A l’examen 
histologique, ni par V’inoculation a l’animal, en raison du peu 
de caractére envahissant, voire méme de I’absence de prolifération 
des cellules greffées. 

D’autre part, les résultats positifs des greffes de tissus congelés 
obtenus par de nombreux auteurs (Briggs et Jund (9], Mider et 
Morton [89], Blumenthal et Walsch [5] et autres), n’ont pas non 
plus la valeur d’une preuve définitive, ]a colonisation de la greffe 
de tissu congelé par des éléments cellulaires d’infiltration pou- 
vant rendre difficile l’interprétation des images histologiques. 

Par contre, la croissance in vitro, en culture cellulaire, d’un 
tissu soumis au préalable 4 un traitement par la congélation (ou 
par toute autre méthode destinée a détruire les cellules) peut avoir 
la valeur d’une preuve absolue si l’on observe un développement 
cellulaire. 

Réciproquement, l’échec de la croissance d’un transplant en 
culture cellulaire ne prouve pas nécessairement l’absence de 
cellules viables dans ce transplant. I] est admis que |’obtention 
d’une culture in vitro ne peut se faire qu’a partir d’un 
nombre minimum de cellules vivantes (Fischer [48]). La crois- 
sance des cellules isolées dépend, comme l’ont admis Earle et 
Thompson [45] et Moen [40] et comme l’ont prouvé Sanford, 
Earle et Likely [44], d’une adaptation du milieu aux exigences 
du tissu explanté ; cette adaptation se fait difficilement lorsque 
le tissu explanté ne renferme que trés peu de cellules vivantes 
ou qu’il a été lésé par le traitement subi au cours de la transplan- 
tation ou avant. 

I] était intéressant, dans ces conditions, de chercher a savoir 
quelle pouvait étre l’action de la congélation prolongée sur la 
vitalité des tumeurs mammaires de la souris en nous placant dans 
des conditions se rapprochant de celles observées dans les expé- 
riences précitées. 


MatérieL ET Tecunigue. — Nous avons procédé a deux séries 
d’expériences a partir de tumeurs spontanées de la souris. Dans 
la premiére, nous sommes partis d’un sarcome apparu dans notre 
élevage et donnant une croissance purement fibroblastique en 
culture de tissus. 

Dans la seconde série d’expériences, nous sommes partis d’une 
tumeur adénocarcinomateuse spontanée. Nous avons  paralléle- 
ment soumis au méme traitement et aux mémes explantations des 
fragments de rein et de rate du méme animal. 


ME&THODE DE CONGELATION ET DE DECONGELATION. — Dans la pre- 
miére série d’expériences, le tissu prélevé sur ]’animal sacrifié 
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a 


TISSU 


Tumeur spont. (souris). 


Tissus embr. (poule, rat). 


Tiss. culture, cceur embr. la- 


Carcin. souris. Sarc. Rous. 


Tiss. embr. poule et souris. 


Embr. poule dans |’ceuf (peau, 


Cell. leucém. (sang, rate). 
Cell. leucém. (sang, rate), 


Sarcome, carcinome et autres 


Sarc. carcin., cell. leucém. 


Carcin. mamm. souris. 
Sarcome spon. souris. 


AUTEUR ANNEE 
L. Michaelis. 4905 Carcin. Jensen. 
P. Ehrlich. 4907 Chondriome. 
Cc. E. Walker. 1908 
H. R. Gaylord. 4908 Tumeurs. 
R. A. Lambert. 4912 
R. A. Lambert. 41913 Tumeurs. 
N. C. Lake. AQAT 
pin. 
Zondek, Wolff. 4925 Ovaire humain. 
A. Fischer. 1926 Org. embr. poule. 
W. Koose, H. Lemmel. 4927 
W. Cramer. 4930 Sarcome, Carcinome. 
C. Simonin. 4934 
L. Bucciante. 4934 
muscle, mésenc.). 
J. Furth. 4935 Cell. leucém. souris. 
K. A. Barnes, J. Furth. “Wei 
Tissn splén. 
Cell. de trachée. 
C. Breedis, W. A. Barnes, 1937 Cell. leucém. souris. 
J. Furth. Cell. leucém. souris. 
* Sarcome souris. 
J. Klinke. 1937 
tumeurs. 
C. Breedis, J. Furth. 1938 
J. Klinke. 4939 Sarcome Rous. 
J. Klinke. 1940 
Ceur embr. poule. 
Foie poule, 
Rein lapin. | 
G. B. Mider, J. J. Morton. 1939 Sarcome souris. 


Carcinome souris. 
Peau normale. 


TEMPERA 


--419 


— is 
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CRITERE RESULTAT 
30 min. Transplant. 
a 3 Ifo Transplant. 
i 
| 
| 30 min Transplant. +) 
| Hein 20 Transplant. =f 
| 8] Cult. tiss. ae 
Lt 
Cult. tiss. + 
| 
| 30 min. Cult. tiss. = 
| a 
44 j. Cult. tiss. — 
(0 SSS 
: Broo je Cult. tiss. ai 
& 
5 min. Cult. tiss. = 
Cult. tiss. — 
Inoculation. a 
ms format. glace |5 j. Cult. tiss. =F 
3 a 40 h. Cult. tiss. oie 
30 min. Inoculation. == 
30 min. Inocutation. = 
BS} ie Inoculation. AE 
Snip Cult. tiss. a 
325 Mobilité de cils. ai 
Jusqu’a 56 j. Inoculation. = 
Inoculation + 
Inoculation. =F 
et décong. (de/47 h. Inoculation. = 
rapide). 
lécong. rapide. |400 j Inoculation. + 
25 h. Coloration vitale. Transplant. + 
255hs Cult. tiss. et transplant./Cult. tiss. + 
25ehe » Cult. tiss. + 
5 min. » Cult. tiss. + 
5 min. » Cult. tiss. + 
45 j. » Cult. tiss. + 


Implantation. 


Histologie. 


+ (80 90 p. 100). 
+ (50 p. 100). 
+ 
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AUTEUR ANNEE TISSU TEMPER: 
D. Hetherington, J. S. Craig. 1939 Coeur embryon. poule. 
F. Jahnel. 1938 Spermat. humain. 
B. J. Luyet, E. L. Hodapp. 4938 Spermat. grenouille. 
C. Breedis 4942 Cellule leucém. souris (rate 
et gangl. lymphat.). 
G. D. Snell, A. M. Cloudman. 4943 Tumeurs de souris. 
J. P. Webster. 4944 Peau humaine. 
R. Briggs, L. Jund. 41944 Peau humaine. 
J. Craigie. 4949 Sarcome souris (suspen. ). 
W. E. Gye, H. Begg, 4949 3 sarc. de souris transpl. 
J. Craigie. 
G. Polge, A. O. Smith, 4949 Spermat. de coq. 
A. S. Parker. 
L. Kreyberg, O. Hanssen. 1950 Peau souris (bouts d’oreille). 
H. Blumenthal, L. Walsch, 4950 Sarc. «37» souris. —is 
Greiff. Glande thyroide eobaye. 
R. D. Passey, 1950 Sarcome de souris. —~ 799 
L. Dm«chowski, J. Lasnitzki, 
A. Millard. 
R. D. Fassey, 4950 Sarcomes et carcinomes. — 79° 
L. Dmochowski. 
L. Dmochowski, A. Millard. 1930 Sarcome. — 79° 
P. Lépine, G. Barski, 4950 Tumeurs spontan. souris. — 79° 


L. Reinié. 


Eee 
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et décongél. ra-|52 h. 
40 j. 
5 h. 


| et décongél. ra-|10 sec. 
en sol. sucrose. 


1h 


ra-|4 h. @ 24 h. 


et décongél. 
; Quelques jours. 


em 


et rapide en 10 p.100}253 j. 


et rapide en solut.|201 j. 
sose (lyoph.). 


r glycérol. 


CRITERE 


Cult. tiss. 


Mobilité. 


Mobilité. 


Inoculation. 


Transplant. 


Greffe. 


Greffe autopl. 


Q.q. min. 4 6h.” 


i. rapide dessic. en|12 h. 


— 20 p. 100 glucose. 


1. rapide et dessic. 


il. rapide et dessic. 


J. lente, décongél.}4120 j. 
ide. 
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RESULTAT 


—+- (jusqu’aé 1. p 100 
des cellules). 


++ | +1 


+ (80 p. 100). 


+ (jusqu’a 25 p. 100 


Inoculation. 
cell’ surv.). 

Inoculation. + 
Mobilité. — 

+ 
Greffe. + 
Transplant. + 

+ 
Cult. tiss. + 
Inoculation. + (résult. nég. aprés 


centrif. a faible vi- 
tesse). 


Inoculat. du coagul. plasm. 
avec le matér. cell. 
Observ. de croiss.cellu- 
Jaire. 


Cult. tiss. 


+ (résult. nég. aprés 
25 j. de congél). 
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a été disposé en tubes scellés (sans ]’addition de liquide physio- 
logique ou autre), placé en étui de carton et entouré de neige 
carbonique dans un vase de d’Arsonval pendant une durée supé- 
rieure a quatre mois (cent vingt et un jours). La décongélation 
s'est faite par passage progressif de —79° a —4® suivi de 
réchauffement rapide a la température de 87° a l’étuve. 

Dans la seconde série d’essais, nous avons, concurremment a 
la méthode précédente, congelé brutalement des tubes renfermant 
le tissu prélevé par immersion dans un mélange alcool-neige 
carbonique et, au bout d’un .temps supérieur 4 deux mois 
(soixante-deux jours), décongelé ce tissu soit trés rapidement par 
immersion directe dans de l’eau chauffée a 37°, soit lentement 
comme dans Ja premiére expérience. 


CULTURE DEs TIssus. — Les tissus congelés ainsi que les tissus 
témoins prélevés avant congélation ont été cultivés sur un milieu 
classique constitué par une partie de sérum ou de plasma de 
souris et une partie d’extrait embryonnaire de poulet, addi- 
tionnés d’une partie de liquide de Tyrode. Le milieu a été centri- 
fugé avant utilisation pendant quinze minutes 4 5000 t/m pour 
éliminer tout débris cellulaire. La culture se fait sur lame de 
verre de 20 x 25 mm, avec des anneaux de verre formant des 
alvéoles & Vintérieur desquels on explante 4 fragments mesurant 
chacun de 2 4 8 mm’. Les renouvellements du milieu ont eu heu 
toutes les quarante-huit heures, les cultures étant incubées dans 
une éluve a éléments chauffants disposés au-dessus de Ja culture. 
Les détails techniques ont été décrits précédemment par l’un de 
nous (Barski [2]). La durée totale de la culture était de quatre 
jours au bout desquels les cultures fixées a l’alcool a 96° sur la 
Jamelle qui leur servait de support ont été déshydratées et colo- 
rées au bleu de toluidine. 


Resuttats. — Premiére série (sarcome) : Congélation lente, 
décongélation rapide ; durée de la congélation : cent vingt et un 
jours 4 —79°. L’observation in vivo par inoculation a un groupe 
de souris ne montre rien de concluant au bout de quatre semaines. 
Cependant l’une des souris inoculées présente finalement, aprés 
six semaines, une tumeur de méme nature que la tumeur origi- 
nelle apparue dans le cou, alors que l’animal a été inoculé a 
l’aisselle du méme cote. 

Sur les préparations des fragments transplantées in vitro et 
fixées au bout de quatre jours, on apercoit autour de certains 
fragments des zones de plasma digéré. Un seul fragment sur 
35 transplants présente des zones évidentes de croissance fibro- 
blastique. La croissance est relativement peu abondante, bien 
quelle dépasse nettement le territoire propre du fragment et 
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gu’elle commence a s’étendre dans la zone immédiatement envi- 
ronnante (fig. 1). On note par ailleurs que tout le fond du tissu 
transplanté est entiérement nécrosé. 

Deuxiéme série (adénocarcinome mammaire) : Congélation 
rapide et congélation lente, décongélation trés rapide. Conser- 
vation : soiante-deux jours a — 79°, Les inoculations a |’animal 
demeurent négatives. Sur les préparations des cultures in vitro, 
fixées au bout de quatre jours et colorées, on n’observe dans les 


Fic. 1. — Fragment de tissu d'une tumeur spontanée de souris, explanté et 
cultivé in vitro pendant quatre jours, aprés cent vingt et un jours de congé- 
lation 4 — 70° C. (fixation 4 l’'alcool a 96°, coloration au bleu de toluidine). Les 


fleches indiquent des zones multiples de croissance fibroblastique. 


tissus normaux ou tumoraux qui ont été congelés et décongelés 
rapidement aucune croissance ni activité vitale. Dans quelques 
fragments provenant de la tumeur originelle on distingue des 
noyaux pycnotiques avec vestiges de nucléole sur un fond entié- 
rement nécrosé. 

A partir des fragments de tumeurs congelés rapidement et 
décongelés lentement, on observe, par contre, autour des frag- 
ments explantés, quelques signes d’activité enzymatique de 
digestion du plasma, mais sans “manifestation nette de croissance 


cellulaire. 
D’une maniére générale, nos résultats concordent avec ceux 


a“ 
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que Passey, Dmochowski et coll. [44, 44, 42], opérant dans des 
conditions analogues (mais avec congélation d’une durée de six 
a douze heures), ont obtenus a peu prés simultanément, et dont 
nous avons eu connaissance depuis l’achévement de notre travail. 


CONCLUSION. 


Nos expériences montrent que, si la congélation 4 basse tempé- 
rature (—79° C), lente ou rapide, suivie de décongélation lente ou 
rapide, détruit la majeure partie des cellules du tissu normal 
ou tumoral exposées A ce traitement, elle n’assure néanmoins pas 
la stérilisation complete du tissu. 

Nos essais prouvent qu’au bout de cent vingt et un jours de 
conservation a — 79° C aprés congélation relativement lente, un 
fragment de tumeur explanté est capable in vitro d’exercer une 
action enzymatique sur le milieu et de présenter une indiscutable 
croissance fibroblastique. C’est a cette croissance fibroblastique 
que nous croyons devoir attribuer le résultat positif de l’inocula- 
tion a l’animal. 

En résumé, nos expériences confirment la possibilité de pré- 
server la vie cellulaire & basse température pendant plusieurs 
mois, dans des conditions ow la congélation relativement lente 
suivie de la décongélation rapide parait avoir réuni les meilleures 
conditions pour cette survie partielle. Ces essais sont de nature 
a’ rendre improbables les explications attribuant 4 un virus seul, 
agissant en l’absence du transfert de cellules vivantes, les résul- 
tats d’inoculation de matériel tumoral conservé 4 basse tempé- 
rature, méme pendant une durée prolongée. 
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ETUDE QUANTITATIVE DE L’ACTIVITE GRANULOPEXIQUE 
DU SYSTEME RETICULO-ENDOTHELIAL 
PAR L’INJECTION INTRAVEINEUSE D’ENCRE DE CHINE 
CHEZ LES DIVERSES ESPECES ANIMALES 


1. — METHODE D'ETUDE QUANTITATIVE 
DE L’ACTIVITE GRANULOPEXIQUE 
DU SYSTEME RETICULO-ENDOTHELIAL 
PAR L’INJECTION INTRAVEINEUSE DE PARTICULES DE CARBONE 
DE DIMENSIONS CONNUES 


par B.-N. HALPERN, G. BIOZZI, G. MENE et B. BENACERRAF. 


(Laboratoire de Pathologie expérimentale 
de la Clinique médicale propédeutique de I’ Hépital Broussais- 
La Charité [M. Pasteur Vatiery-Rapvor], C. N. R. S. 
et C.N. R. Italiano.) 


Depuis que le systéme réticulo-endothélial a été défini et carac- 
térisé par les travaux d’Aschoff et Kyono [41], de nombreux travaux 
ont été entrepris pour en étudier l’activité et la fonction. Pour 
mettre en évidence l’activité phagique du systéme réticulo-endo- 
théhal, les auteurs ont employé soit des solutions de colorants 
vitaux [2], soit des suspensions de particules, telles que l’argent 
colloidal, le manganése, l’encre de Chine, etc. [2, 3, 4, 5, 6]. Les 
méthodes comportant linjection intraveineuse d’encre de Chine 
étudient plus particuliérement l’activité granulopexique des 
cellules du systéme réticulo-endothélial du lit vasculaire en 
contact direct avec le sang, les particules de carbone généralement 
utilisées étant incapables de traverser la paroi des vaisseaux, et 
n’étant pas éliminées par les émonctoires. Cependant les auteurs 
ayant eu recours a l’encre de Chine ont injecté des suspensions 
de particules de carbone dont ils ne connaissaient ni la taille, ni 
le degré de dispersion. Le sort de l’encre de Chine en fonction de 
la quantité d’encre injectée n’a jamais fait l’objet d’une étude 
particuliére ; le mode de distribution de l’encre dans les divers 
organes suivant l’espéce animale n’a jamais été abordé sous 
langle quantitatif. Les auteurs se sont contentés d’étudier la 
distribution du carbone dans les organes par les moyens histolo- 
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giques, sans déterminer quantitativement ni la vitesse de dispa- 
rition des particules de carbone du sang, ni leur accumulation 
dans les organes. C’est précisément en raison de ces variables si 
multiples, qu’il est impossible de tirer de ces expériences des 
conclusions valables quant a l’activité réelle du systéme réticulo- 
endothélial. 

Le but de ce travail est d’étudier les effets de l’injection intra- 
veineuse d’une suspension d’encre bien définie en poids et quant 
au degré de dispersion, et d’établir une méthode quantitative qui 
permette l’exploration fonctionnelle du systéme réticulo-endothélial 
ainsi que la définition des limites dans lesquelles cette méthode 
est valable. Cette technique est basée sur l'étude quantitative de 
la cinétique de la disparition des particules de carbone de la 
circulation et de leur distribution dans les organes aprés Vl injec- 
lion intraveineuse de l’encre de Chine. 

Dans ce mémoire nous ne relaterons que les résultats obtenus 
chez deux espéces animales : le Rat et la Souris. 


ETUDE EXPERIMENTALE. 


A. CINETIQUE DE LA DISPARITION DES PARTICULES DE CARBONE DE 
1.4 CIRCULATION. — a) Chez le Rat. — Technique : L’encre de Chine 
commerciale Pelikan a été employée. L’examen de cette encre 
au microscope électronique a montré sa dispersion parfaite et la 


taille homogéne de ses particules d’environ 200 A fiiosa i) (1). 

Cette encre contient 80 mg de carbone par millilitre. Les 
recherches de Wright [7] ayant montré l’importance du colloide 
protecteur dans le maintien de la dispersion parfaite de l’encre 
in vivo, celle-ci a été diluée dans du sérum physiologique conte- 
nant 1 p. 100 de gélatine pour une dilution d’encre allant jusqu’a 
30 p. 100, et 2 p. 100 de gélatine pour les solutions plus concen- 
trées. Des doses de carbone variables et exprimées en milli- 
eramme de carbone pour 100 g d’animal ont été injectées dans 
la veine caudale du rat. Nous avons employé, pour les doses de 
8, 16, 832 mg de carbone pour 100 g, une dilution a 20 p. 100 de 
notre encre et pour les doses de 48 et 64 mg de carbone p. 100 g, 
une dilution d’encre respectivement a 30 et 40 p. 100. 

Pour contréler la stabilité et la dispersion des particules d’encre 
en présence du sang, des expériences de contrdle ont été effec- 
tuées in vitro; celles-ci ont montré que dans les limites des 
concentrations employées les particules restaient en suspension 
stable soit dans le sérum, soit dans le sang citraté. 


(1) Nous remercions trés vivement M. le D* Pierre Lépine, chef du 
Service de Virologie 4 l'Institut Pasteur, d’avoir bien voulu exécuter 
cette photo dans son service. 
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Pour étudier la cinétique de la disparition de l’encre du sang, 
des prélévements ont été effectués par ponction du plexus veineux 
rétroorbitaire qui communique avec le sinus caverneux du rat, 
« l'aide d’une micropipette de verre marquée a 0,025 ml, préala- 
blement lavée avec une solution anticoagulante (Liquoide ou 
Héparine). Le plexus peut étre atteint aisément dans cette espece 
animale par l’introduction d’une fine pipette de verre dans 
l’angle interne de l’orbite oculaire (fig. 2 et 3). Aprés avoir per- 


— 


Fic. 1. — Microphotographie au microscope électronique de l’encre de Chine 
employée. Gross. : X 55 000. (Service des virus de l'Institut Pasteur.) 


foré le sac palpébral on bute contre le maxillaire que tapisse le 
plexus veineux ophtalmique, on voit alors le sang monter dans 
la pipette par capillarité (2). Ce procédé permet de faire de nom- 
breux prélévements 4 des temps précis ; il est parfaitement bien 
supporté par l’animal. 

Le sang prélevé est laqué dans 2 ml de solution de carbonate 
de soude a 1 p. 1000 et les dosages de carbone ont été effectués 
a l'aide de |’électrophotométre de Meunier en lumiére rouge. La 
teneur en carbone du sang est déterminée par comparaison avec 


(2) Les détails de cette technique seront publiés ultérieurement. 
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Fic. 2. — Technique du prélévement du sang par ponction du sinus 
a laide d’une pipette jaugée, chez le Rat. 


Fic. 3. — Radiographie du crane du Rat indiquant l'emplacement de la pipette 
au moment de la ponction veineuse. 1, pipette; 2, incisives; 3, processus 
malaire du maxillaire; 4, extrémité de la pipette; 5, arcade zygomatique, 
6, bulle tympanique. 
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une courbe d’étalonnage. Les doses suivantes de carbone ont été 
“injectées : 8, 16, 32, 48, 64 mg p. 100 g de poids de l’animal. Les 
prélévements de sang ont été effectués : deux, quatre, SIX, dix, 
vingt, trente-cing, cinquante minutes aprés l’injection de lencre. 
474 rats blancs de poids variant de 110 a 140 g ont été utilisés 
pour ces essais. ; ; 
Résultats. — Les animaux ont parfaitement bien supporté les 
injections d’encre de Chine et n’ont présenté aucun trouble immeé- 
diat (3), a l'exception de la dose de 64 mg p. 100 g qui a cause 
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Fic. 4 — Cinétique de l’épuration sanguine des particules de carbone de 200 a, 
injectées par voie veineuse chez le Rat en fonction de la dose injectée. En 
ordonnées : taux sanguins en mg/ml. En abscisses : temps en minutes. 


un état de choc passager, avec des tremblements généralisés de 
animal. 

Les taux sanguins de carbone, en fonction du temps et de la 
dose d’encre injectée, sont rapporlés comme moyennes arithmé- 
tiques des résultats obtenus pour chaque dose sur la figure 4. 
Pour les doses de 8 et 16 mg de carbone p. 100 g, un petit 
nombre d’animaux seulement présentent des valeurs éloignées de 
la moyenne ; chez ces animaux l’autopsie a révélé toujours des 


(3) S’il est vrai que les animaux ne présentent aucun trouble immé- 
diat, il faut souligner qu’on observe une mortalité iardive importante 
avec la dose de 32 mg pour 100 g et une mortalité atteignant 100 p. 100 
avec la dose de 48 mg pour 100 g et au dela. La mort survient entre 
la quatorziéme et la vingt-quatriéme heure aprés V’injection sans que 
nous puissions, a l’heure actuelle, en expliquer le déterminisme. 
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eee (foie et rate) dont le poids ne correspondait pas a leur 
taille. 

On déduit de la figure 4, qu’avec la dose de 8 mg p. 100 g, la 
disparition du carbone de la circulation se fait d’une maniére 
lente et progressive. La courbe affecte une forme parabolique 
réguliére. Avec la dose de 16 mg p. 100 g, la courbe de disparition 
des particules de carbone du sang est sensiblement paralléle a la 
précédente, mais décalée dans sa hauteur et l’encre demeure plus 
longtemps dans la circulation. Cependant, l’allure de la courbe 
change totalement lorsqu’on injecte une dose double de la précé- 
dente, c’est-a-dire 82 mg p. 100 g. La cinétique de la disparition 
de l’encre de Chine s’accélére considérablement et ]’épuration du 
sang se fait 4 une cadence beaucoup plus rapide qu’avec la dose 
inférieure. Cette accélération de la disparition de l’encre de Chine 
de la circulation s’accroit encore avec les doses supérieures 
48 et 64 mg p. 100 g. Avec la dose de 64 mg p. 100 g par exemple, 
on ne trouve dans le sang, dix minutes aprés l’injection, que 
0,45 mg de carbone par millilitre alors qu’au méme moment le 
taux sanguin aprés une injection de 16 mg de carbone p. 100 g 
(c’est-a-dire une dose quatre fois inférieure) est de 1,12 mg de 
carbone par millilitre. 

On voit ainsi que la cinétique de la disparition du carbone de 
la circulation revét chez le rat une allure tout a@ fait particuliére 
et apparemment paradozale : plus la quantité de carbone injectée 
est élevée, plus rapidement se fait son épuration sanguine. 

Nous trouverons plus loin l’explication de ce comportement 
inattendu. 

b) Chez la Souris. — Technique : Nous avons employé, chez 
celte espéce animale, les mémes méthodes que chez le rat. Les 
doses de carbone injectées ont été respectivement : 8, 16, 24, 382, 
48 et 64 mg de carbone p. 100 g de poids de l’animal. Ces doses 
correspondent a celles employées chez le rat. L’encre a été diluée 
dans du sérum physiologique contenant 1 p. 100 de gélatine, soit 
a 1/10 pour la dose de 8 mg p. 100 g, soit a 1/5 pour les doses 
supérieures. L’étude a été faite sur 150 souris dont le poids 
variait entre 15 et 25 g. 

Résultats. — Les animaux ont parfaitement bien supporté les 
injections d’encre de Chine et n’ont présenté aucun trouble immé- 
diat, 4 l’exception des doses de 48 et 64 mg p. 100 g qui ont 
causé les mémes troubles que chez le rat. Chez cette espéce ani- 
male également, les doses d’encre supérieures a 24 mg p. 100 g, 
bien que supportées sans trouble immédiat, déterminent une 
mortalité voisine de 100 p. 100 dans les vingt-quatre heures qui 
suivent |’injection. 

La cinétique de la disparition du carbone de la circulation chez 
la souris aprés l’injection intraveineuse de doses croissantes 
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d’encre de Chine est schématisée par les courbes réunies dans 
la figure 5. 

Ainsi, par V’injection de doses croissantes de carbone, non 
seulement on en éléve les taux sanguins, mais on augmente consi- 
dérablement la.durée de présence de l’encre dans la circulation. 
A cet égard, on note chez la souris une différence importante 
dans la modalité de l’épuration sanguine entre les doses allant de 
8 a 32 mg p. 100 g et pour les doses supérieures a 32 mg p. 100 g. 
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Fic, 5. — Cinétique de l’épuration sanguine des particules de carbone de 100 A, 
injectées par voie veineuse chez la Souris, en fonction de la dose injectée. 
En ordonnées : taux sanguins de carbone en mg/ml. En abscisses : temps en 
minutes. 


Ainsi, avec la dose de 8 mg p. 100 g, le taux sanguin de carbone 
alteint, deux minutes apres l’injection, 0,54 mg par millilitre. 
Avec celte dose l’encre a pratiquement disparu de la circulation 
vingt minutes aprés son injection. Avec la dose de 16 mg p. 100 g 
le taux sanguin s’éléve, deux minutes aprés l’injection, a un 
chiffre de 1,50 mg par millilitre et l’encre n’a disparu de la circu- 
lation qu’aprés c:nquante minutes environ. Pour les doses de 24 et 
32 mg p. 100 g les courbes de carbonémie sont sensiblement paral- 
léles aux précédentes, bien que décalées dans leur hauleur. 

Mais Vallure de la courbe de |’épuration sanguine change 
lorsqu’on injecte une dose de carbone de 48 mg p. 100 g. Avec 


ACTIVITE DU SYSTEME RETICULO-ENDOTHELIAL 589 


cette dose on observe une accélération de l’épuration qui a pour 
conséquence une chute de la carbonémie plus rapide qu’avec la 
dose inférieure. Le méme phénoméne s’observe avec la dose de 
64 mg p. 100 g. Ainsi le phénoméne d’accélération de |’épuration 
sanguine, du fait de l’injection des doses élevées de carbone, que 
nous avons décrit chez le rat, peut également s’observer chez la 
souris. Cependant ce phénoméne n’est provoqué, chez la souris, 
qu’avec des doses plus que doubles de celles nécessaires pour 
Vobtenir chez le rat. En outre, le comportement a cet égard de 
la souris ‘est caractérisé par une grande irrégularité d’un animal 
a l'autre. Non seulement le phénoméne de I’accélération de |’épu- 
ration sanguine chez cette espéce animale est beaucoup plus 
atténué que chez le rat, mais il est aussi beaucoup plus irré- 
gulier ; méme aux doses qui le déclenchent, certains animaux 
accusent le phénoméne d’accélération de |’épuration, alors que 
d’autres ne le présentent pas. Cette irrégularité de la réponse de 
Ja souris contraste avec le comportement trés homogéne du rat. 


B. DisTrRiBuTION DU CARBONE DANS LES ORGANES. — L’étude de 
la répartition de |’encre de Chine dans les organes nous a paru 
éltre un corollaire indispensable pour compléter la connaissance 
du sort des particules de carbone lors de leur disparition de la 
circulation. 

Technique : La distribution dans |’organisme de |]’animal de 
VYencre de Chine injectée a été étudiée quantitativement par la 
récupération pondérale du carbone dans les organes suivants : 
foie, rate, poumons, reins. Celte détermination a été faite avec 
les mémes doses d’encre employées pour l’étude de la cinétique 
de Ja disparition des particules de carbone du sang. Les animaux 
nont été sacrifiés, en vue de ces investigations, que lorsque 
l’encre a complétement disparu de la circulation. Chez l’animal 
saigné 4 blanc par section des carotides, l’organe prélevé est 
soigneusement pesé et introduit dans une solution de lessive de 
soude 4 raison de 10 ml par gramme d’organe frais. On 
ajoute ensuite 15 ml d’alcool 4 95° pour chaque gramme d’organe. 
Le tout est porté 4 J’ébullition pendant quinze minutes. A ce 
moment, l’hydrolyse de l’organe doit étre complete. 

On obtient ainsi deux couches superposées : linférieure qui 
contient l’encre de Chine ; Ja supérieure, alcoolique, colorée par 
les pigments et ne contenant pas de trace de carbone. Aprés 
refroidissement on préléve par aspiration la couche supérieure. 
On ajoute alors 5 ml d’alcool a 95° par gramme d’organe. On 
refait bouillir dix minutes et on élimine l’alcool comme précé- 
demment. Cette derniére opération est répétée quatre fois. On 
ajoute alors a4 la solution contenant l’encre de Chine 15 ml d’eau 
distillée par gramme d’organe et de l’acide chlorhydrique 
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concentré jusqu’A un pH d’environ 1. L’encre s’agglutine et 
tombe au fond. On centrifuge, on rejette le liquide surnageant 
et on lave avec de l’eau acidulée. On rejette le surnageant et on 
reprend par le méme volume d’alcool, puis deux fois par le 
méme volume d’acétone. On séche a l’étuve A 100° jusqu’a poids 
constant et on obtient par pesée, aprés tarage préalable du tube, 
la quantité de carbone dans l’organe. 

Pour contréler l’exactitude de notre technique, nous avons 
réalisé une vingtaine d’essais in vitro, en ajoutant a l’organe des 
quantités connues d’encre de Chine et en les soumettant aux 
mémes opérations. Dans tous ces essais, nous avons retrouvé 98 a 
100 p. 100 du carbone additionné. 

Chez le rat, les dosages ont été faits individuellement pour 
chaque animal. L’étude a porté sur 30 rats, soit 6 rats par dose. 

Chez la souris, les taux de carbone trouvés dans les organes 
étant trop petits pour permettre un dosage pondéral avec les 
organes d’un seul animal, nous avons fait ces déterminations sur 
les organes de trois animaux mélés ensemble. 

Parallélement, on a étudié chez les animaux l’aspect_ histolo- 
gique des organes afin d’établir la topographie cellulaire de la 
distribution du carbone. Le foie, la rate, les poumons et les reins 
ont été ainsi examinés histologiquement. 

Résultats : Les résultats obtenus chez le rat sont présentés dans 
les figures 6 et 7. Avec une dose d’encre de 8 a 16 mg de carbone 
p- 100 g, seuls la rate et le foie (et la moelle osseuse dont la 
teneur en carbone n’a pas pu étre précisée en raison des 
difficultés pratiques) accumulent les granules de carbone. Le foie 
et la rate se partagent & eux deux environ 90 p. 100 de l’encre 
injectée. Avec la dose de 32 mg p. 100 g la rate ne peut plus, 
dans ces conditions expérimentales, accroilre son pouvoir granulo- 
pexique ; elle atteint le taux maximum qui se situe aux environs 
de 2 4 3 mg par gramme. 

Le foie augmente sa capacité d’absorption mais non pas pro- 
portionnellement 4 la quantité de carbone injectée. Le poumon, 
qui ne contenait pas de quantité dosable de carbone pour les 
doses précédentes, retient avec cette dose une quantité de carbone 
sensiblement égale A celle de la rate. 

Pour la dose de 48 mg de carbone p. 100 g, le taux splénique 
demeure stationnaire, alors que le foie tend a accroitre son coef- 
ficient de. granulopexie. Le poumon apparait, cette fois, comme 
élant lorgane le plus riche en carbone si on évalue celui-ci par 
gramme d’organe frais. 

Au dernier stade, qui correspond a la dose de 64 mg de carbone 
pour 100 g, la rate et le foie semblent avoir atteint leur plafond 
de granulopexie alors que la participation du poumon s’accroit 
considérablement jusqu’a atteindre une dose énorme de 2] mg 
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Fic. 6. — Répartition du carbone en mg/g. d’organe frais, 
dans les divers organes en fonction de la dose injectée, chez le Rat. 
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Fic. 7. — Pourcentage total et pourcentage dans les divers organes 
du carbone récupéré en fonction de la dose injectée, chez le Rat. 
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par gramme d’organe frais. A cette dose considérable, on trouve 
également une petite quantité de carbone (moins de 1 mg par 
gramme) dans le rein. 

Les résultats obtenus chez la souris different de ceux du rat, 
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Fic. 8. — Répartition du carbone en mg/g. d’organe frais, 
dans les divers organs en fonction de Ja dose injectée, chez la Souris. 
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Fic. 9. — Pourcentage total et pourcentage dans les divers organes 
du carbone récupéré en fonction de la dose injectée chez la Souris. 


comme on peut le voir d’aprés les figures 8 et 9. Si nous consi- 
dérons la répartition de l’encre de Chine dans les organes de cet 
animal, nous constatons qu’avec la dose de 16 mg de carbone 
p. 100 g, le foie et la rate retiennent 2,4 mg de carbone par 
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gramme, ce qui constitue 92,1 p. 100 de l’encre injectée alors 
que les poumons n’en contiennent pas du tout. Avec la dose 
double de carbone, les poumons accumulent seulement 4 p- 100 
du carbone injecté (1,15 mg par gramme), tandis que le territoire 
hépato-splénique du systéme réticulo-endothélial fixe 60,3 p. 100 


Fic. 10. — Foie de Rat ayant recu 16 mg de carbone pour 100 grammes par 
voie veineuse. Animal sacrifié une heure trente aprés l'injection. Présence de 
carbone dans les sinus intertrabéculaires (a). On voit sur le cliché la macro- 
phagie des grains de carbone par les cellules de Ktipprer. 


de l’encre injectée, ce qui correspond a un taux de 3,85 mg de 
carbone par gramme d’organe frais. 

Avec la dose de 48 mg p. 100 g, on retrouve dans les organes 
étudiés a peu prés le méme pourcentage total. Les poumons ne 
semblent pas pouvoir fixer davantage de carbone, alors que la 
teneur en carbone du foie et de la rate s’accroit sensiblement. 
Nous n’avons trouvé dans Je rein que des traces de carbone, méme 


avec ces doses élevées. 
L’étude histologique pratiquée chez le rat montre que pour les 
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doses de 8 a 16 mg p. 100 g les particules de carbone sont fixées 
par les macrophages du foie, c’est-a-dire les cellules de Kippfer, 
el ceux de la rate, et notamment les cellules réticulaires. Dans 
les cellules réticulaires de la rate, l’encre de Chine est accumulée 
sous forme de fines granulations, aspect nullement comparable 
a celui en gros grains rencontré au niveau des cellules de Kuppfer. 


t Pees [oe ‘ : f a 


FG. At. — Rate de Rat ayant recu 16 mg de carbone pour 100 grammes par 
voie veineuse. Animal sacrifié une heure trente aprés l'injection. Présence en 
quantité relativement faible de carbone dans la pulpe rouge (a). Les grains se 
trouvent 4 lintérieur des cellules réticulaires. Quelques particules de car- 
bone se trouvent fixées sur les hématies. 


Sur les coupes du poumon et du rein, on ne décéle pas de granules 
de carbone avec ces doses (figures 10, 11, 12). 

Pour les doses supérieures, la macrophagie du foie et de la 
rate est plus importante et tend 4 prendre dans le foie, a partir 
de 382 mg de carbone, une topographie sensiblement périportale 
(fig. 13). Dans la rate, les macrophages ayant phagocyté le carbone 
dessinent une couronne autour de la pulpe rouge, alors que les 
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cellules de la pulpe blanche n’en contiennent pratiquement pas 
(fig. 14). Le comportement du poumon A cet égard est trés parti- 
culier : avec des doses de carbone allant jusqu’a 16 mg on ne 
décéle que des traces de carbone sur les coupes histologiques de 
cet organe. Mais la richesse en carbone s’accroit avec l’augmen- 
lation de la dose d’encre injectée. Trés notable déja avec la dose 


Fic. 142. — Poumons de Rat ayant recu 16 mg pour 100 grammes de carbone 
par voie veineuse. Animal sacrifié une heure trente aprés l’injection. Absence 


d’encre dans les poumons. 


de 32 mg p. 100 g (fig. 15), la teneur du poumon en carbone est 
considérable avec la dose de 48 et 64 mg de carbone p. 100 g. 

L’analyse histologique de ces coupes du poumon (4) révéle 
que la plus grande partie du carbone fixé dans le poumon se 
trouve dans les capillaires; les particules de carbone conglo- 


(4) Nous remercions trés vivement M. le professeur Jean Verne, de la 
Faculté de Médecine de Paris, d’avoir bien voulu interpréter ces coupes 
pour nous avec sa haute compétence dans cette matiére. 
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mérées semblent adhérer a la paroi capillaire sans provoquer 
ni embolie, ni oblitération compléte de la lumiére. Une faible 
partie de carbone a été localisée dans les cellules interalvéolaires 
el méme dans les cellules du revétement alvéolaire. 

Bien que l’on ne puisse dire avec certitude de quelle maniére 
les particules de carbone adhérent a la paroi des capillaires pul- 


‘ 
‘ 


Fre. 13. — Foie de Rat ayant recu 32 mg de carbone pour 100 grammes par voie 
veineuse. Animal sacrifié une heure trente aprés l’injection. Présence de 
carbone en quantité importante dans les sinus intertrabéculaires (a). Macro- 
phagie de grains par les cellules de Kiiprrer. 


monaires, on peut toutefois affirmer que celles-ci ne sont certai- 
nement pas libres dans le courant circulatoire. 


Discussion. 


Les travaux effectués jusqu’ici sur le sort de l’encre de Chine 
dans l’organisme ont été toujours basés sur des méthodes histo- 
logiques qui ne permettent aucune évaluation quantitative, méme 
approchée du phénoméne. Seule était appréciée la distribution 
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des granules de carbone dans les différentes cellules de Vorga- 
nisme sans tenir compte des doses d’encre injectées, de la taille 
ou de l’homogénéité des particules de carbone, qui paraissent 
cependant étre des facteurs essentiels. Ceci explique le manque 
de données numériques sur le pouvoir granulopexique des organes 


Fic. 14. — Rate de Rat ayant recu 32 mg de carbone pour 100 grammes par 
voie veineuse. Animal sacrifié une heure trente aprés linjection. Présence de 
grains de carbone nettement visibles dans les cellules réticulaires de la 
pulpe rouge dont ils dessinent les contours. Noter l’absence de carbone dans 


les cellules de la pulpe blanche. 


eux-mémes en fonction des doses de carbone injectées ou de la 
dispersion ou de la stabilité de la suspension. 

Malgré cela, de nombreux auteurs ont eu recours a I’injection 
d’encre de Chine dans le but de bloquer le systéme réticulo-endo- 
thélial pour en déterminer le rdle dans les divers états physio- 
pathologiques comme dans l’anaphylaxie, dans la production 
d’anticorps ou dans les infections expérimentales, sans avoir 
standardisé ni les doses employées, ni les conditions d’expérience, 
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et sans avoir vérifié pour autant que le systéme réticulo-endo- 
thélial pouvait étre réellement bloqué. 

Les méthodes quantitatives employées dans ce travail permet- 
tent d’établir avec certitude le comportement du systéme réticulo- 
endothélial dans des conditions d’expérience définies dans cette 


s 


Fic. 45. — Poumons de Rat ayant recu 32 mg de carbone pour 100 grammes 
par voie veineuse. Animal sacrifié une heure trente aprés l’injection. Présence 
des carbone en quantité relativement importante dans les capillaires ot les 
grains apparaissent conglomeérés (a). On note aussi de petites quantités de 
carbone dans la trame pulmonaire (5) et dans les cellules de revétement 
alvéolaire (c). 


étude et pour des particules de taille donnée. Elles permettent 
d’obtenir des résultats constants et reproductibles. 

L’étude entreprise, chez le Rat, de la disparition de l’encre de 
Chine du sang et de sa répartition dans les organes montre que 
le sort du carbone varie suivant la dose employée. Ainsi pour les 
doses de 8 4 16 mg de carbone p. 100 g, on voit une dispari- 
tion réguli¢rement progressive de l’encre du sang et son accu- 
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mulation correspondante dans les macrophages du foie et de la 
rate, l’encre disparaissant plus rapidement du sang chez les 
animaux ayant regu 8 mg de carbone p. 100 g que chez les 
animaux ayant recu 16 mg de carbone p. 100 g. Avec ces doses, 
le poumon et le rein ne contiennent pratiquement pas de granules 
de carbone. 

Pour les doses supérieures 4 16 mg de carbone p. 100 g, on 
s’apergoit que la cinétique de disparition des particules de car- 
bone du sang s’accélére considérablement et que 1’épuration 
sanguine se fait d’une maniére plus rapide qu’avec la dose infé- 
rieure. Parallélement on note que de grandes quantités de carbone 
se déposent dans le poumon. Pour ces doses, le rein contient de 
faibles quantités de carbone également. 

Les coupes histologiques effectuées avec les organes des 
animaux sacrifiés aprés la disparition compléte de l’encre de la 
circulation permettent de constater que dans le foie et la rate 
les granules de carbone sont stockés dans les cellules réticulo- 
endothéliales par un véritable acte de macrophagie. En ce qui 
concerne le poumon, son comportement varie suivant la dose de 
carbone injectée : le poumon ne retient pas de carbone jusqu’a 
la dose de 16 mg p. 100 g. A cet égard, son activité différe donc 
essentiellement de celle des territoires hépato-spléniques et hémo- 
poiétiques. Au dela de la dose de 16 mg p. 100 g, on constate 
que le poumon fixe du carbone, mais il semble que la majeure 
partie du carbone soit arrétée dans les capillaires par un méca- 
nisme trés particulier, et qu’une minime partie seulement soit 
phagocytée par les histiocytes et les cellules du revétement alvéo- 
Jaire. On peut rapprocher de nos observations relatives au com- 
portement du poumon 4 |’égard de granules de carbone les faits 
rapportés par Roger, Binet et Verne concernant le sort de gout- 
telettes de graisse arrétées dans les capillaires pulmonaires aprés 
injections intraveineuses d’huile. Ces auteurs soutiennent que les 
gouttelettes graisseuses sont d’abord fragmentées par les cellules 
endothéliales hypertrophiées et ensuite digérées par un méca- 
nisme particulier auquel ils ont donné le nom de lipodiérése 
pulmonaire. 

Comment expliquer ce phénoméne qui n’apparait chez la Souris 
qu’avec des doses bien plus considérables et d’une maniére plus 
atténuée ? La possibilité de l’intervention d’un facteur sérique 
causant la floculation de l’encre lorsque celle-ci a été injectée a 
doses élevées a été écartée par les expériences négatives effec- 
tuées in vitro avec du sérum ou du plasma citraté. Des hypothéses 
ont été envisagées d’un contréle hormonal de la granulopexie 
établissant une hiérarchie de l’activité des organes selon la 
richesse du sang en carbone. Cette hypothése n’a pas été vérifiée 
par l’expérience. 
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Le fait demeure que pour les doses supérieures a 16 mg de 
carbone p. 100 g, l’épuration sanguine chez le Rat s’accélére avec 
la dose, en méme temps qu’on constate une fixation concomitante 
des particules de carbone dans le poumon et le rein, Ces doses 
provoquent-elles une activité pexique soudaine des cellules réti- 
culo-endothéliales du poumon pour des particules de carbone de 
la taille de 200 A environ, activité semblable a celle dont sont 
douées les cellules de Kiippfer du foie, et les cellules réticulaires 
de la rate? Pour ces doses d’encre y a-t-il plutét un facteur 


o—__e 8 mgs 
eo «a—-_a—e 16 ~ 


C2 el ee ae 


eh ke ee 


pnt tet OP os 


150 


1 » 
2456R HO 20 35 50 Minules 
Fig 16. — Cinélique de l’épuration sanguine des particu'es de carbone de 


2S . . . . 
100 A, injectées par voie veineuse & la dose de 8, 16, 32, 48 et 64 mg/109 g, 
chez le Rat, exprimée en logarithme de la concentration sanguine. 


nouveau qui intervient et qui détermine la prise de carbone par 
le poumon? Ce probléme a fait lobjet d’une étude qui sera 
rapportée dans un travail ultérieur et qui écla:rcit ces questions. 
La présence d’un nouveau facteur intervenant dans |’épuration 
sanguine des particules de carbone pour les doses supérieures 
a 16 mg p. 100 g est confirmée par l’examen des résultats pré- 
senlés sur la figure 16 ot les concentrations de carbone dans le 
sang sont exprimées en valeurs logarithmiques. On voit que pour 
les doses de 8 et 16 mg de carbone p. 100 g, la cinétique de la 
disparition des part:cules de carbone du sang est une fonction 
linéaire tandis que pour les doses supérieures l’allure de la 
courbe de disparition est irréguliérement parabolique. 
L’injection chez le Rat de doses supérieures 4 16 mg de carbone 
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p- 100 g fait donc entrer en jeu un nouveau facteur dans le méca- 
misme de l’épuration sanguine. Ces doses ne peuvent étre 
employées pour l’exploration quantitative de la fonction granulo- 
pexique du foie et de la rate. 

L’exploration quantitative de la fonction granulopexique de 
ces organes peut étre réalisée sans erreur en employant les doses 
inférieures 4 16 mg p. 100 g. Dans ces conditions seulement, les 
courbes de disparition des particules de carbone du sang, leur 


4 
3 
2 
1 
246 10 20 35 50 minutes 
Fic. 17. — Ecart type et valeurs moyennes des concentrations sanguines en 


carbone apré- injection intraveinense de 8, 16 mg/100 g. chez le Rat. L’écart 
type a été calcule suivant la formule : 


yas 
o> 7 
n 


répartition pondérale dans les organes, reflétent bien 1|’activité 
eranulopexique du foie et de la rate pour les particules de taille 


de 200 A. La technique décrite peut étre utilisée avec exactitude 
pour l’étude de l’influence de différents facteurs sur la fonction 
eranulopex:que du foie et de la rate. Afin de mettre en évidence 
Vinfluence de tels facteurs et pour leur accorder une valeur 
significative, il est nécessaire d’établir d’abord la courbe de dis- 
persion de points et de calculer l’écart type statistiquement. En 
appliquant la formule classique : 


«(22 
= 
re 
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nous avons calculé l’écart type pour la dose de 8 et de 16 mg 
de carbone p. 100 g chez le Rat (fig. 17) et pour la dose de 
16 mg p. 100 g chez la Souris (fig. 18). Seules auront une valeur 
significative les modifications qui se trouveront en dehors des 
limites des variations spontanées. 

Une verification supplémentaire de la méthode a été entreprise 
pour la dose de 16 mg de carbone p. 100 g. Aprés l’injection 
de cette dose d’encre a des Rats, ces animaux ont été sacrifiés 


246 10 20 35 50minules 


Fic. 18. — Ecart type et valeurs moyennes des concentrations sanguines en 
carbone aprés injection intraveineuse de 16 mg/100 g. chez la Souris. 


aprés des temps variables et le carbone dosé dans le sang, le 
foie et la rate. Les résultats ont été rapportés dans le tableau I. 


TABLEAU I. — Tableau indiquant la moyenne de la répartition de 
VYencre de Chine dans le sang et les divers territoires du S.R.E 
chez le Rat. au 


TEMPS 
apres 
linjection 
en minutes 


ENCRE 
injectée 
(mg) 
TOTAL 
de l’encre 
récupérée 
(mg) 
POURCENTAGE 
de l’encre 
récupérée 


2 
10 
32 
80 


(1) La masse sanguine chez le rat est éval : 
(2) Il s'agit de l’organe entier. bight PSI 
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Ils montrent que, pour cette dose, a chaque instant on retrouve 
réparti entre le sang et les organes étudiés au moins 90 p. 100 
du carbone injecté, les 10 p. 100 de carbone qui manquent doivent 
se trouver dans la moelle osseuse et les autres territoires non 
englobés dans ces recherches. 

Les mémes résultats ont été observés chez la Souris. 

Mais, lorsqu’on augmente les doses de carbone, on constate 
que la récupération accuse un manque qui croit avec la dose de 
carbone injectée (fig. 7 et 9). Ce manque atteint jusqu’a 30 p. 100 
pour la dose extréme de 64 mg de carbone p. 100 g chez le Rat 
et 40 p. 100 chez la Souris. Ow se fixe le carbone qui manque ? 
Il est probable que les organes hémopoiétiques et lymphatiques 
accroissent leur coefficient de stockage, mais il est peu vraisem- 
blable que ces organes relativement réduits puissent accumuler 
des quantités de carbone aussi considérables. On doit donc 
admettre que des territoires vasculaires d’autres tissus : peau, 
muscle, tractus digestif, etc., retiennent une certaine quantité 
d’encre par le méme mécanisme que le poumon. 

Chez la Souris, contrairement au Rat, |’épuration sanguine, 
ainsi qu’il ressort de l’analyse de la figure 5, se fait d’une 
maniére progressive et réguliére jusqu’a la dose de 32 mg 
p. 100 g. Ce n’est qu’avec les doses de 48 et de 64 mg qu’on 
observe une accélération de |’épuration sanguine qui se traduit 
par une pente plus inclinée des courbes de carbonémie. Cepen- 
dant, le facteur de fixation pulmonaire qui est déterminant a cet 
égard chez le Rat ne joue qu’un réle faible chez la Souris, ainsi 
que le montre la faible différence dans la teneur du poumon en 
carbone lorsqu’on compare le résultat obtenu avec les doses 
de 32 et de 48 mg p. 100 g, et parallélement la faible inclinaison 
des pentes de |’épuration sanguine. 

On peut employer, dans l’étude de la fonction granulopexique 
du systéme réticulo-endothélial hépatique et splénique chez la 
Souris des doses d’encre de Chine relativement plus grandes 
que celles utilisées chez le Rat. 


CONCLUSIONS. 


1° Nous avons décrit une méthode permettant d’évaluer quan- 
titativement l’activité granulopexique du systéme réticulo-endo- 
thélial en contact avec le sang chez diverses espéces animales. 
Cette méthode consiste a introduire par voie veineuse une suspen- 
sion homogéne et standardisée de carbone et a étudier simulta- 
nément a l’aide des mesures quantitatives la cinétique de sa 
disparition du sang et de son accumulation dans les divers 
organes. 

2° Chez le Rat, lors de l’injection de doses de carbone allant 
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jusqu’a 16 mg p. 100 g, l’épuration sanguine se fait en fonction 
directe de la dose injectée. Pour ces doses, seuls les territoires 
hépato-spléniques du systéme réticulo-endothélial et du tissu 
hémopoiétique participent a la fixation de granules de carbone. 
Lorsqu’on injecte des doses supérieures a 16 mg p. 100 g, on 
constate une accélération du rythme de |’épuration sanguine, 
par suite de l’intervention d’un nouveau facteur qui améne la 
rétention du carbone dans le poumon et d’autres territoires. 

3° Chez la Souris, la cinétique de ]’épuration sanguine du car- 
bone demeure directement proportionnelle a la quantité injectée 
jusqu’a la dose de 32 mg p. 100 g. Le phénoméne de l’accéle- 
ration de lépuration sanguine n’apparait chez cette espéce 
animale qu’avec des doses sensiblement doubles de celles mises 
en ceuvre chez le Rat. Cependant, méme avec ces doses élevées, 
le phénoméne d’accélération de |’épuration sanguine et le degré 
de fixation pulmonaire du carbone sont, chez la Souris, plus 
atténués et plus irréguliers que chez le Rat. 
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ETUDE COMPAREE DE L’ACTIVITE /W V/TRO ET IN VIVO 
DE PLUSIEURS ANTIBIOTIQUES 


par P. VILLEMIN, F. GRUMBACH et F. BOYER. 


[Institut Pasteur. Service de Chimie thérapeutique B (*).| 


Parmi les nombreux antibiotiques proposés depuis dix années 
aux cliniciens, 5 ont été principalement retenus : Pénicilline, 
Streptomycine, Chloramphénicol, Auréomycine et Terramycine. 
Les propriétés antibactériennes de ces substances ont été déja 
abondamment décrites tant au point de vue clinique qu’expéri- 
mental. Il nous a cependant paru utile de mener une étude expé- 
rimentale d’ensemble de leur activité antibactérienne vis-a-vis de 
germes provenant pour la plupart de la collection de |’Institut 
Pasteur, et en employant les milieux de culture et les techniques 
que nous utilisons couramment. Nous avons adjoint a notre étude 
la Polymyxine et la Néomycine, dont |’intérét clinique n’est pas 
encore démontré. Pour chacun de ces antibiotiques, nous avons 
étudié l’activité antimicrobienne in vitro sur un certain nombre 
de germes aérobies de groupes différents et, in vivo, vis-a-vis 
infections fréquemment rencontrées en clinique et facilement 
transmissibles 4 ]’animal d’expérience. 


ANTIBIOTIQUES ETUDIES (1). — Pénicilline [1] : comprimés 4a 
20 000 U. I. de pénicilline G. 

Streptomycine [2] : Dihydrostreptomycine. Flacon de 1 g 

Polymyxine B [3] : poudre titrant 4 635 unités au milligramme 
(lot 4 Bw 494 503). 

Néomycine [4] : Sulfate (lot 179, part I) dont l’activité est de 
200 unités au milligramme. 

Chloramphénicol (Chloromycétine) [5] et Auréomycine (Chlor- 
hydrate) [6] : capsules dosées 4 250 mg de produit actif. 

Terramycine (Chlorhydrate) [7] : poudre dont 1 mg correspond 
i 905 wg de terramycine amphotére purifiée. 


(*) Travail réalisé grace 4 une bourse de la Fondation Waksman en 
France. 

(1) Les produits que nous avons utilisés provenaient des maisons 
Specia [1 et 2], Pfizer [3, 4 et 7], Parke et Davis [5] et Léderlé [6]. 
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ACTIVITE ANTIMICROBIENNE in vitro. 


Trecuntour. — Le titrage de la sensibilité aux anlibiotiques a 
été effectué selon la méthode des dilutions. Pour tous les germes, 
a exception de Neisseria intracellularis et de M. tuberculosis, 
chaque tube a été ensemencé avec environ 20000 germes par 
centimetre cube. Les titrages ont été effectués dans deux milieux : 
eau peptonée glucosée a 2 p. 1000 et en milieu synthétique (2) 
(5 cm* par tube]. 

Le titrage de la sensibilité de N. intracellularis a été effectué 
dans des tubes de 22 mm de diamétre contenant 10 cm* de bouillon 
ordinaire additionné d’extrait globulaire (5 p. 100) et mis a 
l’étuve en position inclinée. La quantité de germes ensemencés 
correspond a une dilution au 1/100 d’une culture de vingt-quatre 
heures. 

Les résultats ont été lus aprés un séjour de vingt-quatre heures 
a l’étuve, sauf pour M. tuberculosis. 

La sensibilité de M. tuberculosis a été titrée en milieux de 
Dubos-Tween-Alb., de Youmans et de Youmans sans sérum 
(5 cm? par tube de 22 mm), ensemencés avec une quantité corres- 
pondant A un poids humide de bacilles égal a 0,01 mg. Les taux 
d’inhibition sont donnés aprés un séjour de dix jours 4a l’étuve 
a 37° C, sauf pour l’auréomycine pour laquelle la lecture a été 
faite aprés quatre jours en raison de sa destruction rapide a 37° C. 


Résuttars. — Ils sont rassemblés dans le tableau I. La sensi- 
bilité des différentes espéces bactériennes est variable suivant les 
souches. Notons seulement, de facon générale, la nette supériorité 
de la pénicilline et la faible activité de la polymyxine sur les 
germes Gram-positifs pour lesquels viennent ensuite, par ordre 
dactivité décroissante, lauréomycine et la terramycine qui ont 
a peu prés la méme activité, puis la néomycine, le chloramphé- 
nicol et la streptomycine. 

Les germes Gram-négatifs, sur lesquels la pénicilline n’a aucune 
activité, sont trés sensibles a la polymyxine, a l’exception du 
Proteus. La streptomycine est la moins active sur les Salmonella. 
Dans l’ensemble, la sensibilité aux quatre autres antibiotiques, 
des germes éludiés, est du méme ordre de grandeur. 


(2) Ce milieu synthétique est composé de la facon suivante : 
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La streptomycino-résistance acquise de Staphylococcus aureus 
(Oxford) et de E. coli (Monsch) a la streptomycine ne modifie 
pas de facon marquée leur sensibilité aux autres antibiotiques. 

La comparaison entre l’activité en eau peptonée glucosée et en 
milieu synthétique appelle quelques remarques. De facgon géné- 
rale, cette activité est plus grande en milieu synthétique ; on peut 
expliquer partiellement ce fait en admettant que le milieu synthé- 
tique est plus pauvre et, par conséquent, moins favorable a la 
culture microbienne ; d’autre part, on connait l’action inhibitrice 
qu’exerce la peptone sur de nombreuses substances antimicro- 
biennes, en particulier sur la streptomycine. Ces deux facteurs 
ne doivent cependant pas étre seuls en cause puisque le phéno- 
méne inverse se produit, en particulier avec la néomycine pour 
laquelle le taux inhibiteur en milieu synthétique est souvent iden- 
tique et parfois supérieur. Remarquons aussi la faible activité de 
la streptomycine en milieu synthétique (500 4 600 pg par centi- 
métre cube) sur S. cholere suis, alors que 40 pg au centimétre 
cube suffisent pour inhiber la culture de ce germe en peptone 
elucosée. 

Pour M. tuberculosis, la sensibilité des germes est plus grande 
en milieu de Dubos qu’en milieu de Youmans pour la strepto- 
mycine et l’auréomycine, tandis que pour la néomycine et la 
terramycine, la sensibilité est plus grande en milieu de Youmans 
avec sérum. 


Action pu sERUM. — Nous avons comparé in vitro la sensibilité 
des germes aux antibiotiques en l’absence et en présence de 
sérum de cheval. Notre étude a porté sur les germes pathogénes 
pour la souris : Streptococcus pyogenes (Digonnet 7), Pneumo I 
(Til), Klebsiella pneumonizw (Caroli) et S. typhi (Ty ID; la 
quantité de sérum était faible (5 p. 100) et additionnée au milieu 
en méme temps que l’antibiotique et le germe (tableau I). De 
facon générale, ordre de grandeur des taux inhibiteurs obtenus 
en présence de sérum concorde plus exactement avec les résul- 
tats thérapeutiques in vivo décrits dans un chapitre ultérieur. Les 
variations du taux de sensibilité, suivant la présence ou l’absence 
de sérum, dépendent non seulement de |’antibiotique mais aussi 
du germe utilisé. Quant au bacille tuberculeux, l’absence de 
sérum dans le milieu de Youmans abaisse le taux de sensibilité 
pour tous les antibiotiques, mais il semble bien que le sérum 
agisse en favorisant la culture du bacille. 


‘TOXICITE. 


La toxicité des antibiotiques a été déterminée chez la Souris 
blanche pesant de 18 a 22 g. Elle est considérée sous deux aspects 
différents 
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Dose maxima tolérée (DMT), qui est la dose la plus élevée qui 
ne provoque aucun trouble chez l’ensemble des animaux. La 
connaissance de cette dose est indispensable pour l'utilisation 
thérapeutique des produits. 

Dose léthale 50 p. 100 (DL 50) qui est utile pour la détermi- 
nation de la marge de sécurité qui la sépare de la DMT. 


Tecunigue. — La toxicité a été établie par trois voies diffé- 
rentes ; 

Voie intrapéritonéale pour tous les produits, qui ont été mis 
a cet effet en solution dans l’eau physiologique, sauf le chlor- 
amphénicol pour lequel nous avons di employer le propyléne 
glycol. Le chlorhydrate de terramycine doit étre injecté immé- 
diatement aprés sa mise en solution, étant donné sa faible stabilité 
aux concentrations utiles. 

Voies sous-cutanée ou orale, suivant le mode d’administration 
habituel de chaque antibiotique. Pour l’administration orale, les 
produits ont été mis en suspension dans la gélose a 1 p. 1 000. 


Résuxtats (tableau II). — La toxicité de la pénicilline pour la 
souris blanche est pratiquement nulle. Il en est de méme pour 
lauréomycine et la terramycine admuinistrées par voie buccale. 
La tolérance au chloramphénicol est aussi trés grande. Puis 
viennent, par ordre de toxicité croissante, la streplomycine, la 
néomycine et la polymyxine. 


TasLeau Il. — Toxicité pour la souris blanche (en mg/kg). 
DMT DL 50 
- Le Sous-cutanée . 600 4 250 
Streptomycine - - ? Intrapéritonéale . . 600 1 250 
: \ Sous-cutanée. .. . 40 100 
Polymyxine . - - ) Intrapéritonéale . . 7,5 45 
: ; Sous cutanée... . 250 500 
Néomycine. . - - } jntrapéritonéale . . 400 400 
Rare velie { Peros. .....+.-.| >>3 500 F 
: yee. - - | Intrapéritonéale . . 250 > 400 
5) Sneoe ie aoe 5 4 250 3 750 
Chloramphénicol . i iapenttoncale 400 > 750 
. ; IEP OSs 6 3 4 250 > 7 500 
Terramycine. - - ) Intrapéritonéale . 50 450 


ee ___ __..|| 5s 


Ces considérations appellent deux remarques : 
1° Les doses indiquées ne tiennent compte que des manifesta- 
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tions apparentes de toxicité et non des lésions organiques sans 
signe extérieur immédiat, qui peuvent survenir méme avec 
la DMT ; 

2° I] faut rappeler que nous avons utilisé certaines préparations 
A usage clinique qui ne correspondent pas toujours exactement 
au produit purifié (en particulier l’auréomycine et le chloramphé- 
nicol en capsule), d’ou la possibilité de divergences de résultats, 
surtout lorsqu’ils sont administrés par voie péritonéale. 


ACTIVITE THERAPEUTIQUE CHEZ LA SOURIS. 


Nous avons recherché pour chaque antibiotique les doses qui 
assurent une protection nette des souris infectées, soit par des 
germes Gram-positifs : Streptococcus pyogenes, Diplococcus 
pheumonizx, soit par des germes Gram-négatifs : Neisseria intra- 
cellularis, Klebsiella pneumoniae et Salmonella typhi. 


Tronnigue. — Pour chaque antibiotique, nous avons choisi un 
lot de 10 souris de 18 a 22 g. L’infection de ces animaux a été 
réalisée par voie intrapéritonéale. Chaque souris a regu environ 
5 000 doses mortelles, sauf pour N. intracellularis. 

Les animaux ont été traités une ou deux fois par jour pendant 
deux ou trois jours suivant l’infection considérée et suivis pen- 
dant dix jours. Un lot de 10 souris non traitées a servi de témoin. 
Le premier traitement a été administré immédiatement aprés 
infection. 


INFLUENCE DU TRAITEMENT FRACTIONNE. — Nous avons comparé 
sur deux infections différentes l’activité d’une méme dose de 
chaque antibiotique administrée en une ou deux fois par jour 
(figs 1). 

Une méme dose quotidienne d’antibiotique a été administrée a 

deux lots de 10 souris. Pour le premier, la totalité a été donnée 
en une seule fois, tandis que pour l’autre lot, la méme dose a été 
administrée en deux fois : moitié le matin et moitié le soir. 
L’expérience a été réalisée, d’une part, sur des souris grises DBA 
pesant environ 15 g et infectées avec D. pneumonixe I Til, et, 
d’autre part, sur des souris blanches de 18 a 22 g infectées avec 
Klebsiella pneumoniae (Caroli). 
_ Pour le traitement de infection pneumococcique, la dose frac- 
tionnée se montre supérieure a la dose unique, sauf pour la 
néomycine qui ne montre pas de différence nette. (Cette expérience 
ne comprenait pas le traitement par la terramycine.) 

Par contre, chez les animaux infeclés avec Klebsiella pneu- 
monizx, la dose fractionnée ne donne de meilleurs résultats 
qu’avec la polymyxine et l’auréomycine, tandis qu’avec la strepto- 
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ae ae 
+ 


TEMOINS STREPTOM. POLYMYyX. NEOMYC. CHLORAM AUREOM. TERRAM. 
5 2,5 ; 6,25 7590 500 2590 
Sous-cutanee per os 


ANWKBMNANWOO 


TEMOINS STREPTOM. POLYMYxX. NEOMYC. CHLORAM. AUREOM. TERRAM 
100 40 2228 eke) 250 Soo 
sous-cultanee per os 
+ ttt + +tt 


TEMOINS PENIC/ILL, STREPTOMY, POLYMYx. NEOMYC. CHLORAM. AUREOM. 
331 25) 40 36,5 100 2.5 
sous- cutanée per os 
Fic. 3. — Traitement des infections a germes Gram-négatifs. Doses en mg/kg et 


par jour. Chaque colonne représente une souris (+, souris morte entre le neu- 
vieme et le dixiéme jour). 


A, Klebsiella pneumoniz (souche Caroli). Culture de dix-huit heures en bouillon 
sérum. Dilution 10 —5 dans le Tyrode. Chaque souris recoit 0,5 cm? par voie 
intrapéritonéale. Traitement : une injection ou un gavage par jour pendant 
trois jours. 

B, Salmonella typhi (souche Ty II.) Culture de dix-huit heures en bouillon 
ordinaire. Dilution 10--5 dans la mucine. Chaque souris recoit 1 cm? par 
voie intrapéritonéale. Traitement : une injection ou un gavage par jour pen- 
dant deux jours. 

C, Neisseria intracellularis C. Culture de dix-huit heures en bouillon ordinaire 
+ extrait globulaire. Dilution 10—%dans la mucine, Chaque souris recoit 
4 cm? par voie intrapéritonéale. Traitement : une injection ou un gavage par 
jour pendant deux jours. 
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mycine, la néomycine et la terramycine, la dose unique se révele 
supérieure. Frys 

La plus ou moins grande rapidité d’absorption et d’élimination 
joue certainement un rdle important dans ces variations d’effi- 
cacité du traitement, en particulier pour la pénicilline dont la 
rapidité d’élimination est bien connue. D’autres facteurs doivent 
cependant intervenir, en particulier la pathogénie de l’infection, 
la plus ou moins grande sensibilité du germe et le mode d’action 
de l’antibiotique. En particulier, comment interpréter la supé- 
riorité du traitement fractionné avec l’auréomycine administrée 
par voie buccale dont la lente élimination est bien connue chez 
tous les animaux ot elle a été dosée ? 


CoMPARAISON DE L’ACTIVITE in vivo et in vitro. 


Les figures 2 et 3 résument les résultats obtenus avec les diffé- 
rents antibiotiques dans le traitement de cing infections expéri- 
mentales de la souris. 

Dans le tableau III, nous avons rassemblé pour chaque anti- 
biotique sa toxicité, son activité in vivo sur les infections consi- 
dérées et la sensibilité in vitro en présence de sérum des germes 
correspondants. 

Il faut souligner que si l’on peut en déduire certaines conclu- 
sions et une sorte de hiérarchie de ces antibiotiques, cela ne sera 
valable que pour les infections expérimentales de la souris réa- 
lisées avec les souches en cause, les variations de sensibilité des 
différentes souches d’une méme espéce bactérienne entrainant 
_d’emblée le caractére relatif des résultats obtenus. Ces infections 
sont cependant employées de facon permanente en chimiothérapie 
et, avec P, H. Long, nous pouvons les considérer comme des 
types « standard ». Il est, d’autre part, nécessaire d’exprimer 
Vactivité thérapeutique de chaque produit en fonction de sa 
toxicité. 


AcTIvVITE SUR LES BACTERIES GRAM-PosITIVEs. — Streptococcus 
pyogenes et Diplococcus pneumonix. — La pénicilline est la plus 
active in vitro ; elle le reste in vivo, d’autant plus que sa toxicité 
est pratiquement nulle. 

La polymyxine est aussi peu active in vitro qu’in vivo. 

La néomycine, a la dose tolérée par la souris, n’exerce qu’une 
faible action protectrice contre les infections a streplocoques et a 
pheumocoques ; ces deux germes sont peu sensibles in vitro en 
présence de sérum. 

La streptomycine qui a sensiblement la méme activité que le 
chloramphénicol in vitro en absence de sérum se révéle beaucoup 
plus active in vivo malgré sa plus grande toxicité ; elle est cepen- 
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Tasieau Il]- — Comparaison de lactivité in vitro et in vivo. 


VOIE SOUS-CUTANEE VOLE BUCCALE 


Pénic. |Strepto.| Polym. | Néom. |Chloramp.| Auréo. | Terra. 


Trés 600 40 1250 |>3 500 
grande. 


0,005; >9 
. AVS8) 100 
Survies p. 100 ./ 30 50 


Dose inhib. in 


D. pneum. | 
(Til). 


Kl. pneum, 
(Caroli). 


S. typhi (Ty I). 
Survies p. 100. 
Dose inhib. in 
N. intracellularis ya fel) OSC bins pe Gy 


type C. Bil 25 40 
Survies p. 100 .| 40 50 40 


Les doses maxima tolérées (DMT) sont exprimées en mg/kg. 

Les doses curatives (DC) sont exprimées en mg/kg et par jour. 

Les doses inhibitrices in vitro, en peptone glucosée additionnée de sérum de cheval (5 p. 100) sauf pour 
N. intracellularis, sont exprimées en pg par cm? de milieu. 

Les survies sont comptées au dixiéme jour. 


dant nettement inhibée par le sérum in vitro vis-a-vis du strepto- 
coque. 

Enfin l’auréomycine et la terramycine ont une action comparable 
sur la pneumococcie de la Souris tandis que l’action thérapeutique 
de l’auréomycine sur la streptococcie est plus de dix fois supé- 
rieure a celle de la terramycine. Cependant ces deux antibiotiques 
demeurent, avec la pénicilline, les plus intéressants vis-a-vis des 
germes Gram-positifs, grace a leur faible toxicité. 


AcTIVITE SUR LES BACTERIES GRAM-NEGATIVES. — Klebsiella pneu- 
monizw. — La polymyxine, trés active in vitro, lest également 
in vivo. Mais si l’on rapporte la dose thérapeutique a la dose 
toxique, elle vient, avec la néomycine, nettement apres la strepto- 


mycine. 
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La terramycine montre une activité intéressante in vitro et 
in vivo. 

Le chloramphénicol n’est actif in vivo qu’a une dose supérieure 
a la demi DMT. 

L’auréomycine protége mal la Souris contre cette infection. La 
méme dose de 500 mg/kg (trés éloignée de la DMT) avait cepen- 
dant assuré une protection plus efficace lorsqu’elle était donnée 
en deux fois par jour (fig. 1). 

Salmonella typhi. — L’infection typhique de la Souris est toute 
différente de l’infection naturelle de l’Homme et ne saurait, encore 
moins que les autres germes, permettre une extrapolation. Notons 
en particulier qu’une dose de chloramphénicol voisine de la demi 
DMT ne protége que 70 p. 100 des animaux ; la sensibilité in vitro 
de Salmonella typhi (Ty II) a cet antibiotique n’est pas trés 
grande. 

La streptomycine et la polymyxine sont trés peu actives. 

Les autres antibiotiques montrent une efficacité comparable si 
on tient compte de leur toxicité. 

N. intracellularis. — Deux antibiotiques protégent particule- 
rement bien la Souris contre cette infection : ce sont la pénicilline 
et Pauréomycine, bien que celle-ci soit environ dix fois moins 
active in vitro. Puis viennent, dans l’ordre d’activité décroissante, 
la streptomycine, ja néomycine, le chloramphénicol et la poly- 
myxine. L’activité de la terramycine n’a pas été recherchée vis- 
a-vis de ce germe. 


CONCLUSIONS. 


Nous avons comparé divers antibiotiques du point de vue 
1° de leur activité in vitro sur différents germes aérobies ; 2° de 
leur toxicité pour la Souris, 3° de leur action thérapeutique chez 
celle-ci, vis-a-vis de cinq infections expérimentales. 

Dans la majorité des cas, on constate une correspondance nette 
entre l’ordre de grandeur d’activité des antibiotiques in vitro et 
in vivo ; cette correspondance est plus marquée si les doses inhi- 
bitrices in vitro sont estimées en présence de sérum. 

Pénicilline. — L’activité prédominante de cet antibiotique sur 
les germes Gram-positifs est depuis fort longtemps établie. Elle 
s'oppose & son inefficacité contre les germes Gram-négatifs, a 
l'exception du groupe des Neisseria sur lequel elle est trés active. 
Sa toxicité est pratiquement nulle. 

Streptomycine. — Un peu plus toxique que la pénicilline mais 
plus polyvalente, elle présente une activité marquée sur les 
germes Gram-négatifs, a l’exceplion des Salmonella qui sont tres 
peu sensibles aussi bien in vitro qu’in vivo. Son action sur la 
méningococcie de la Souris n’est pas négligeable. 

Polymyxine B. — Bien que trés active in vitro sur les germes 
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Gram-négatifs, sa grande toxicité limite sa valeur curative qui 
ne se montre intéressante que dans le traitement de l’infection de 
Ja Souris par Klebsiella pneumoniz. 

Néomycine. — Assez toxique, son efficacité est néanmoins 
certaine dans le traitement des infections de la Souris par 
les germes Gram-négatifs, en particulier par Klebsiella pneu- 
moniz (8). 


Chloramphénicol. — L’activité in vivo du chloramphenicol n’est 
véritablement appréciable que sur Salmonella typhi parmi les 
cing affections considérées, encore cette action n’a-t-elle rien de 
comparable avec celle que l’on peut observer dans le traitement 
de la typhoide humaine. Cet antibiotique, peu toxique, est actif 
in vitro sur la plupart des germes. 


Auréomycine. — Cet antibiotique se distingue des précédents a 
la fois par sa faible toxicité et par son activité polyvalente aussi 
bien in vitro qu’in vivo. S’il protége mal la Souris contre |’infec- 
tion a Klebsiella pneumonizx, il est particuliérement efficace 
contre l’infection a Neisseria intracellularis. 


Terramycine. — Aussi peu toxique que l’auréomycine ; son 
activité antimicrobienne en est trés voisine, tant in vitro que dans 
les infections expérimentales de la Souris. 
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(3) L’étude de son activité sur le Mycobacterium tuberculosis sera 
publiée dans une note ultérieure. 
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INFLUENCE EXERCEE PAR LA PHAGOCYTOSE 
DE BACILLES DE KOCH VIVANTS OU TUES, 
ET PAR UNE FRACTION LIPOPOLYSACCHARIDIQUE 
ISOLEE DE CES BACILLES, 


SUR LES PHENOMENES DE MIGRATION LEUCOCYTAIRE 
IN VITRO 


par Ninz CHOUCROUN, A. DELAUNAY, Suzanne BAZIN et R. ROBINEAUX (’). 


La phagocytose du bacille de Koch par les polynucléaires est 
un fait connu depuis longtemps. Dés les premiéres observations 
de A. Borrel, en 1893 [4], on avait remarqué que les germes 
phagocytés, qu’ils soient virulents ou non, exercent sur les poly- 
nucléaires un effet toxique capable d’entrainer la mort des 
cellules. On ne connait pas encore avec certitude les causes de 
cette toxicité, mais on peut supposer qu'elle est due a l’altération 
progressive du fonctionnement normal de la cellule par des 
substances bacillaires. Cette explication est devenue encore plus 
vraisemblable depuis que l’un de nous [2] a montré que certains 
constituants extrails du bacille de Koch pouvaient reproduire 
plusieurs effets importants du bacille lui-méme. 

On devait pouvoir mettre en évidence cette atteinte ménagée, 
exercée par les germes phagocytés, en étudiant certaines pro- 
priétés physiologiques des cellules. C’est ce qu’ont fait récem- 
ment M. Allgéwer et H. Bloch [8], en observant le pouvoir migra- 
leur des polynucléaires du sang dans un gel de plasma. Ces 
auteurs ont montré que la présence, dans le cytoplasme des poly- 
nucléaires, de bacilles de Koch virulents, vivants ou tués, inhibe 
fortement la migration de ces cellules, alors que les mémes 
microbes provenant de souches avirulentes n’exercent pas cette 
action. Des résultats analogues ont été obtenus par $.-P. Martin, 
C.-H. Pierce, G. Middlebrook et R.-J. Dubos [4] avec une méthode 
permettant l’observation microscopique du phénomeéne. De plus, 
H. Bloch [5] a montré qu’un constituant hpidique, isolé par lui 
de bacilles virulents provenant de cultures jeunes, avait, sur la 
migration des polynucléaires, le méme pouvoir inhibiteur que les 
bacilles virulents. 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 1 mars 19951. 
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Nous avons nous-mémes, en utilisant la méthode de Allgéwer 
et Bloch, confirmé les résultats de ces derniers en ce qui regarde 
abolition de la migration des leucocytes par les bacilles de Koch 
virulents phagocytes. Mais nous avons observé que les bacilles 
avirulents, ingérés par les polynucléaires, ont, eux aussi, une 
action inhibitrice appréciable sur la migration de ces cellules. 

D’autre part, nous avons vérifié par la méme méthode le pou- 
voir inhibiteur exercé sur la migration des leucocytes par la 
substance de H. Bloch préparée par nous. Mais nous avons cons- 
taté que cette substance pouvait également étre extraite de bacilles 
non virulents, et que le rendement de l’extraction était notable- 
ment plus élevé avec des bacilles provenant de cultures sur 
Sauton agées de six semaines qu’avec des cultures jeunes de dix 
jours, Cette derniére observation indique que la substance en 
cause n’est pas un constituant spécifique des bacilles virulents 
jeunes, malgré l’assertion de cet auteur. 

Enfin, nous avons observé que le lipopolysaccharide antigé- 
nique, isolé par l’un de nous du bacille tuberculeux [6], inhibe 
la migration des leucocytes, et que ce pouvoir inhibiteur parait 
tenir a la présence, dans ce constituant, d’une faible proportion 
d’une substance lipidique S. Celle-ci est en effet capable, a elle 
seule, d’inhiber le pouvoir migrateur des leucocytes au méme 
degré que les bacilles vir ulents: (1). Du point de vue chimique, 
elle présente d’ailleurs une grande analogie avec la substance 
de Bloch. 

Toutes ces observations suffisent a indiquer nettement que 
Veffet inhibiteur exercé sur la migration des leucocytes par les 
bacilles tuberculeux ou par certains de leurs constituants n’est 
pas une propriété spécifique des germes virulents. 


* 
x* 


La méthode d’observation de la migration leucocytaire dans 
un gel de plasma permet sans doute davoir une image globale 
du ‘phénomene d’inhibition ; elle ne donne cependant aucune 
précision sur la nature et Vintensité de l’action intracellulaire 
exercée par les bacilles phagocylés. 

Aussi avons-nous pensé qu’il serait intéressant d’étudier le 
mécanisme de cette action par la technique d’observation du 
tactisme découverte par J. Comandon [9] et utilisée depuis lors 
par A, Delaunay et ses collaborateurs [40], technique qui rend 
possible un examen microscopique direct et précis de l'état mor- 


(1) Nous rappelons que le lipopolysaccharide Pmko peut étre extrait 
de souches virulentes et avirulentes, et méme du BCG [7] en quantités 
relatives qui semblent proportionnelles & la virulence des bacilles [8]. 
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phologique des cellules, et qui a déja servi A démontrer le réle 
essentiel de certains facteurs dans le mécanisme du tactisme [10]. 

Rappelons que cette technique consiste a déposer I goutte de 
suspension contenant des polynucléaires sur une lame recouverte 
de grains d’amidon de pomme de terre fixés par dessiccation. On 
recouvre cette goutte d’une lamelle qu’on lute avec un mélange 
de vaseline et de paraffine ; puis on place la lame a l’étuve a 37° 
pendant une heure avant d’observer au microscope. Lorsque le 
tactisme est normal, les leucocytes, aprés avoir émis de nom- 
breux pseudopodes, viennent s’accoler aux grains d’amidon en 
formant a leur surface des croissants réguliers. Quand le tactisme 
est anormal, les cellules montrent un contour arrondi ou bien 
émettent quelques pseudopodes, mais elles ne se déplacent pas 
vers les grains. Dans une suspension de cellules en voie d’alté- 
ration, la proportion des cellules qui vont s’accoler aux grains 
d’amidon rend compte assez fidélement de la proportion de 
cellules normales. 

L’état des cellules peut étre précisé au microscope, par 1’étude 
de l’activité métabolique (émission de pseudopodes) et par l’aspect 
morphologique (visibilité du noyau et hydrophilie du cytoplasme). 

Par la méthode de Comandon-Delaunay, nous avons étudié 
l’action sur des polynucléaires de cobayes : 

1° De bacilles de Koch des souches H387 Rv (virulents) et 
H37 Ra (non virulents), vivants ou tués ; 

2° Du lipopolysaccharide Pmko, isolé par N. Choucroun du 
bacille tuberculeux. 


TECHNIQUE EXPERIMENTALE. 


a) Les polynucléaires de cobayes que nous avons utilisés ont 
été retirés d’un exsudat péritonéal inflammatoire aseptique, pro- 
voqué par des injections intrapéritonéales de bouillon de viande 
peptoné stérile. Les injections (respectivement de 8 cm® et de 
6 cm*) sont faites 4 trois heures d’intervalle et le prélévement 
deux a trois heures aprés la derniére injection. Ces polynu- 
cléaires, aprés centrifugation douce pendant une minute et 
demie, sont remis en suspension dans |’exsudat péritonéal faible- 
ment hépariné (1/100 000) 4 raison de 15 000 leucocytes par milli- 
métre cube. 

b) Nos suspensions de bacilles ont été préparées, a partir de 
cultures sur milieu de Sauton, Agées de 4 semaines environ, 
des souches H37 Rv et H87 Ra. Les bacilles vivants ou tués par 
chauffage a l’autoclave 4 120° ont été filtrés, lavés sur le filtre, 
puis lavés trois fois 4 l’eau distillée par centrifugation, avant leur 
mise en suspension dans l’eau physiologique. Les amas de bacilles 
ont été éliminés par une courte centrifugation (trente secondes 
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environ) a 4000 tours par minute et par une décantation de 
plusieurs heures. La concentration en germes des suspensions 
utilisées fut environ de 1500 millions par centimétre cube, ou 
d’une concentration plus élevée (environ du double) pour cer- 
taines expériences. 

c) Les émulsions en eau physiologique du lipopolysaccha- 
ride Pmko, qui contenaient 1 ou 2 mg par centimétre cube, ont 
été préparées a partir d’une solution éthérée contenant 1 mg de 
ce constituant par centimetre cube. Un volume deéfini de cette 
solution est ajouté goutte a goulte 4 un certain volume d’eau 
distillée, l’addition de chaque goutte étant suivie d’une vive agita- 
tion pour provoquer l’évaporation de |’éther. Quand cette opé- 
ration est terminée, on double le volume de |’émulsion obtenue 
au moyen d’une solution de chlorure de sodium 4 16 g par lire, 
pour obtenir une solution isotonique, dont la concentration 
en Pmko sera définie par le nombre de centimétres cubes de 
solution éthérée utilisée, rapporté 4 1 cm* du volume de |’émul- 
sion finale. L’émulsion la plus concentrée a été préparée par 
addition de 10 cm® de la solution éthérée & 2,5 cm*® d’eau dis- 
lillée, puis de 2,5 cm* de solution de chlorure de sodium a 16 g 
par litre, a l’émulsion obtenue. Avant utilisation, les émulsions 
sont placées sous vide, dans un dessiccateur, pour éliminer 
toute trace d’éther. 

d) Les suspensions de leucocytes, préparées comme nous 
V'avons indiqué, sont mélangées, en volume égal, a des suspen- 
sions de bacilles ou de lpopolysaccharide Pmko, suspensions 
obtenues selon les procédés décrits ci-dessus. Une autre partie 
de la suspension leucocytaire est additionnée d’un méme volume 
d’eau physiologique et conservée comme témoin. 

Ces différents mélanges, ainsi que la suspension témoin, sont 
maintenus une heure a l’étuve a 37° avee une faible agitation. 
Chaque échantillon est ensuite divisé en deux fractions égales. 
Sur la premiére, nous avons fait immédiatement un examen de 
la phagocytose (par étalement sur lames et coloration par la 
méthode de Ziehl) et une étude du tactisme leucocytaire (par la 
méthode rappelée ci-dessus). Les mémes examens ont été faits 
sur la seconde fraction, celle-ci ayant été, au préalable, conservée 
seize & dix-huit heures a 4°. 


RESULTATS. 


1° EXPERIENCES FAITES AVEC LES BACILLES DE Kocu. — a) Dans 
les conditions expérimentales décrites, la phagocytose des bacilles 
de Koch H87 Rv et H37 Ra, morts ou vivants, se produit avec 
une iitensité variable. Cette intensité dépend de plusieurs fac- 
teurs : elle s’accroit avec la richesse des suspensions en germes. 
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Elle varie avec la virulence des bacilles, les germes avirulents 
étant plus aisément phagocytés que les germes virulents. Elle est 
conditionnée par le temps de contact entre les phagocytes et les 
bacilles : aprés une heure de séjour a 37°, la proportion de cellules 
ayant englobé un ou plusieurs bacilles est assez faible, tandis 
qu’aprés seize heures de contact a 4° le nombre de ces cellules 
est beaucoup plus élevé et de nombreuses cellules renferment 
jusqu’a 8 et 10 bacilles. 

b) L’épreuve de tactisme faite avec les polynucléaires qui ont 
phagocyté des bacilles de Koch montre que ce tactisme est 
toujours diminué. Les cellules chargées de bacilles se dirigent 
beaucoup moins activement vers les grains d’amidon. Cette aboli- 
tion du tactisme est surtout remarquable dans les préparations 
oti la phagocytose a été particuliérement intense, en d’autres 
termes, dans celles qui se caractérisent par un nombre élevé de 
cellules chargées de bacilles de Koch. 

En bref, les résultats obtenus peuvent étre schématisés dans le 
tableau ci-dessous : 


PHAGOCYTOSE TACTISME 
Témoins : polynucléaires seuls..... 0 +444 
Bacilles H37 Rv + polynucléaires. ... ++ +++ 
Bacilles H37 Ry + polynucléaires. . . . ++++ + 
Bacilles H37 Ra + polynucléaires . . . . ++ +++ 
Bacilles H37 Ra + polynucléaires. . . . ++++ oa 


L’inhibition du tactisme s’observe aprés phagocytose de 
bacilles virulents et avirulents vivants ou tués mais, pour un 
minimum de germes phagocytés, le tactisme est nettement plus 
faible aprés phagocytose de germes virulents. Tout se passe 
comme si l’inhibition du tactisme d’un leucocyte était obtenue 
avec un nombre de bacilles virulents moins élevé que le nombre 
de bacilles avirulents nécessaire pour produire le méme effet. 

c) Cette perte du pouvoir chimiotactique est d’autant plus inté- 
ressante a signaler qu’elle semble représenter le premier stade 
d’une altération de la cellule. On constate que, parmi les cellules 
chargées de bacilles de Koch qui ne migrent pas, la plupart 
d’entre elles sont encore capables d’activité pseudopodique et 
conservent leur pouvoir phagocytaire. C’est ainsi qu’aprés une 
heure de contact A 37° avec une suspension de staphylocoques, 
ces polynucléaires, infestés de bacilles de Koch et incapables de 
se déplacer, ont phagocyté les cocci aussi abondamment que des 
polynucléaires témoins ne contenant pas de bacilles de Koch. Par 
ailleurs, l’examen microscopique montre, mélées a des polynu- 
cléaires étalés, des cellules encore vivantes, au contour arrondi 
et au noyau inapparent, et enfin quelques éléments altérés dont 
le protoplasme granuleux se gonfle peu a peu par absorption 


624 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


d’eau, tandis que le noyau devient réfringent et bien visible : cet 
aspect caractéristique révéle une atteinte profonde allant jusqu’a 
la mort cellulaire. 

En général, la proportion de cellules arrondies (absence de 
pseudopodes) et de cellules a protoplasme granuleux est trés 
faible aprés la phagocytose & 37° pendant une heure, légérement 
plus élevée aprés un séjour prolongé a 4°. Elle est toujours a 
peu prés nulle dans les suspensions de leucocytes témoins, sans 
bacilles. Parfois, lorsqu’il s’agit de germes virulents, le nombre 
de cellules en voie d’altération est plus important et déja facile- 
ment appréciable aprés une heure de phagocytose 4 37°. Il appa- 
rait donc que l’action toxique des germes de souche virulente est 
plus rapide et plus intense que celle des mémes germes de souche 
non virulente. 


2° EXPERIENCES FAITES AVEC LE LiPOPOLYSACCHARIDE PmKo. — 
L’action du lipopolysaccharide Pmko sur les polynucléaires a 
été étudiée dans les mémes conditions que celles décrites pour 
les bacilles de Koch, en utilisant les émulsions dont nous avons 
indiqué la préparation. 

Bien que ce constituant soit partiellement acido-résistant, la 
coloration des étalements par le Ziehl n’a pas toujours permis 
de conclure 4 une phagocytose certaine. Il est; possible que les 
particules phagocytées soient ultra-microscopiques, ou que la 
substance se trouve fixée 4 la surface des cellules et éliminée au 
cours des diverses opérations de coloration. 

Néanmoins, si la localisation de ce lipopolysaccharide n’est 
pas facilement décelable, son influence sur le tactisme des poly- 
nucléaires est manifeste et tout a fait comparable a celle observée 
dans le cas des bacilles virulents. L’abolition du tactisme est 
d’autant plus intense que le temps de contact des polynucléaires 
avec l’émulsion de lipopolysaccharide a été plus long. A temps de 
contact égal, Vinhibition est d’autant plus importante que la 
concentration en lipopolysaccharide est plus élevée. 

De plus, l’examen microscopique des préparations semble 
indiquer que l’action toxique sur la cellule est plus marquée que 
dans le cas des bacilles méme virulents, car la proportion de 
globules blancs incapables d’activité pseudopodique et celle des 
cellules altérées croissent plus rapidement avec le temps. 


Discussion. 


Nos essais montrent que la phagocytose du bacille de Koch 
par les polynucléaires conduit 4 une inhibition du tactisme leuco- 
cytaire. Cette inhibition se produit, non seulement avec les 
bacilles virulents, mais aussi avec les bacilles avirulents. 

L’action inhibitrice exercée par chaque sorte de bacilles est 
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d’autant plus forte que la phagocytose’ a été plus intense. Cepen- 
dant, linhibition du tactisme leucocytaire se produit, dans le cas 
des bacilles virulents, pour un nombre de bacilles inférieur a 
celui des bacilles.avirulents présents dans les cellules dont la sen- 
sibilité chimiotactique est suspendue. Cette derniére observation 
souligne encore une fois que la différence d’action exercée entre 
les bacilles virulents et les bacilles avirulents est seulement une 
différence d’ordre quantitatif, probablement due a la présence en 
proportions différentes a la surface de la bactérie d’un ou de 
plusieurs facteurs de virulence. L’action inhibitrice exercée par 
le lipopolysaccharide Pmko, dont le mode d’extraction par 
Vhuile de paraffine [2] et certaines propriétés [44] semblent indi- 
‘quer qu'il se trouve a la surface de la bactérie, et le fait 
démontré [8] que ce constituant peut étre extrait du bacille en 
quantités d’autant plus grandes que la virulence est plus forte, 
suggérent l’idée que ce dernier est peut-étre, au moins en partie, 
responsable de l’action toxique exercée sur les polynucléaires 
par les bacilles de Koch phagocytés. 

Nos observations sur |’état des cellules aprés la phagocytose 
montrent que l’action toxique peut d’abord étre mise en évidence 
par une atleinte du pouvoir migrateur vers les substances chimio- 
tactiques, les modifications de Ja structure cellulaire apparaissant 
plus tard. Comment peut-on interpréter cette action toxique ? 

Dans un travail récent, J. Lebrun et A. Delaunay ont 
montré [42] que des effecteurs d’enzymes comme l’azide de 
sodium, l’hydroxylamine, le diéthyldithiocarbamate de sodium, etc., 
sont capables, comme le cyanure [43], de suspendre in vitro le 
déplacement des polynucléaires vers des substances chimiques 
qui normalement les attirent. On peut se demander si le bacille 
de Koch, par l’intermédiaire de certains de ses constituants, n’agi- 
rait pas sur le tactisme des leucocytes par le méme mécanisme 
d’inhibition d’enzymes cellulaires. En faveur de cette hypothése, 
on peut également faire valoir les résultats des recherches de 
C. Weiss et de ses collaborateurs [14], qui ont mis en évidence 
le pouvoir anti-enzymatique de certains polysaccharides extraits du 
bacille tuberculeux, en particulier du lipopolysaccharide Pmko, 
dont l’action cytotoxique, comme nous venons de le voir, est 
importante. On sait enfin que, dés 1944, G. Middlebrook [415] a 
considéré Ja possibilité d’une inhibition d’enzymes cellulaires par 
certains constituants du bacille de Koch dans les phénoménes 
pathologiques de la tuberculose. 


RESUME. 


1° La phagocytose de bacilles de Koch par les polynucléaires 
de cobaye diminue ou supprime la sensibilité chimiotactique de 
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ces cellules (examen du tactisme sur les grains d’amidon de 
pomme de terre). 

2° L’inhibition du tactisme se produit aprés absorption de 
bacilles vivants ou tués, virulents ou non virulents. Elle est 
d’autant plus prononcée que la phagocytose a été plus importante. 

3° Cette inhibition s’accompagne d’abord d’une persistance de 
l’activité pseudopodique, puis d’une perte de cette activité, enfin 
d’altérations cellulaires cytoplasmiques et nucléaires qui abou- 
tissent plus ou moins rapidement a Ja mort de la cellule. 

4° Le lipopolysaccharide antigénique, extrait du bacille tuber- 
culeux par N. Choucroun, exerce sur le tactisme des _poly- 
nucléaires une action inhibitrice égale a celle des bacilles 
virulents. Les propriétés spécifiques déja établies de ce consti- 
tuant permettent de supposer qu ‘il est, au moins en partie, respon- 
sable de l’action toxique exercée sur les polynucléaires par les 
bacilles de Koch phagocytés. 

Pour expliquer le mécanisme de cette action toxique, il parait 
possible de faire intervenir un blocage de systémes enzymatiques 
cellulaires. 
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SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES 
DE 700 SOUCHES DE GERMES AEROBIES 
TITREES EN 1950 


par Y. CHABBERT (*). 


(Institut Pasteur, Service de microbiologie générale.) 


Le spectre d’activité d’un antibiotique vis-a-vis des diverses 
espéces microbiennes n’est pas une notion immuable. Au 
contraire, la sélection permanente des souches les plus résistantes 
qui s’opére chez les malades traités oblige a réviser périodique- 
ment les données établies antérieurement. La thérapeutique doit 
se guider sur cette évolution en se basant sur des résultats récents. 
Aussi les taux de sensibilité que nous rapportons ici ne proviennent 
pas d’une enquéte systématique sur des souches de collection ou 
des souches d’origine unique ; ce sont les résultats des titrages 
effectués au jour le jour, la plupart du temps directement a partir 
de produits pathologiques, dans le but de guider le clinicien dans 
le choix de l’antibiotique. 

Origine des souches : La plupart des souches proviennent de 
laboratoires cliniques hospitaliers de la région parisienne. Des 
comparaisons ont pu étre faites dans certains cas avec les résultats 
obtenus sur des souches provenant de malades isolés grace aux 
renseignements qu’a pu nous fournir M. Terrial, que nous 
remercions ici. L’origine de ces souches peut se décomposer ainsi : 


UTIOS epee eo eee ea one as, Soe ey se 495 souches 
EKANRCCCUUN Nel tol Gee heh CON © MeMIan eC mENrEn Hr 64 =_ 
DESLONS SOS Men sie he cae een ces ee 408 — 
ESIONS (OURS 6 5 50.5 bo oe 6 Glo Mege 32 — 
CASIOME COUT NING 6 gc 6 5 5905 6 oo oO 100 — 
SGX « 6 55 a od 6-50 0 pO Ole ooo OO 43 _— 
Sellesminmes scary seesa seh elsv ceter ee lp oy al te os een Pox aaa 
Trecuniour. — Toutes les souches ont été titrées par une 


méthode de diffusion en gélose, la technique des cupules [|4, 2]. 
Cette technique donne des résultats chiffrés grace a des courbes 
de concordance avec les techniques de dilution sériées en milieu 
liquide ; ces derniéres sont les suivantes 

Pénicilline. Terramycine. — Dilution sériée au 1/2 en bouillon 
glucosé (1 p. 100), pH 7. Inoculum 10° germes/cm*. Lecture apres 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1* mars 1951. 
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dix-huit heures. Le point limite étant Ja premiére concentration 
inhibant la croissance. 


Auréomycine.' =~’ Mémé titraége; mais la lecture se fait apres 
six heures de culture seulement. oy ; 
Streptomycine. Chloromycétine. — Dilution sériée au 1/2 en 


eau peptonée (1 p. 100); glucosée (1 p. 100) additionnée de rouge 
de phénol. pH 8. Inoculum 10* germes/cm*. Lecture apres dix- 
huit heures. Le point limite étant la concentration qui délermine 
le demi-virage de |’indicateur. 

Toutes les dilutions se faisant sous un volume de 1 cm*. 

La comparaison des résultats obtenus a des intervalles de temps 
trés éloignés ne peut se faire que dans de larges limites. Pour 
chaque antibiotique les taux de sensibilité des souches ont été 
classés en quatre catégories 

1° Souches sensibles : souches dont le taux de sensibilité est 
tres en dessous des concentrations sanguines obtenues avec un 
traitement habituel. 

2° Souches limites : souches dont le taux de sensibilité est au 
voisinage des concentrations sanguines. 

3° Souches échappant au traitement : souches dont le taux de 
sensibilité est supérieur aux concentrations sanguines habituelles. 
Ces souches pourront, néanmoins, étre atteintes dans certains 
cas : augmentation des doses par voile générale (pénicilline). 
Affections urinaires. Trailements locaux. 

4° Souches résistantes : souches qui sont habituellement au- 
dessus de la thérapeutique. 

L’identification. des souches n’ayant été compléte que dans un 
certain nombre de cas, nous les avons rangées sous des dénomi- 
nations générales. 


Résuirars. 
Pénicilline. 
LL A A SRC SS ESI PS SN 
POURCENTAGE DES SOUCHES INHIBEES 
NOMBRE par les concentrations suivantes (U.0./cm*) 
de 
1 2 3 
souches : 
< 0,1 01-1 1-10 1 > 10 
Staphylocoques. ae 269 42 58 p. 100 producteurs de Pénicillinase, 
Streptocoques. . . . 80 68 26 4 | 2 
Pneumocoques. . . 31 65 46 19 
Entérocoques. . . . 27 3 4 67 26 
Hémophilus .... 44 14 43 eB 44 


Les staphylocoques titrés comprennent 90 p. 100 de staphylo- 
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coques dorés pathogénes. Avec la technique de titrage utilisée, 
tous les staphylocoques' dépassant un taux de_ sensibilité de 
0,15 U. O./em* se sont montrés producteurs de pénicillinase par 
la technique de M. Barber [3]. i 

Le pourcentage de souches sensibles, qui est de 40 p. 100 sur 
l'ensemble des souches, n’est que de 30 p. 100 pour les germes 
provenant des hépitaux ou- de maternités (furoncles, pyodermites, 
abcés du sein, etc.), chiffre sensiblement le méme qu’en 1949. 
Par contre, pour les germes provenant de malades isolés, il est 
supérieur 4 60 p. 100. Ce dernier pourcentage est inférieur a celui 
obtenu en 1949 [4], ce qui tendrait 4 montrer que l’augmentation 
des souches résistantes productrices de pénicillinase que l’on 
avait noté en milieu hospitalier commence a se produire chez 
les malades isolés. 

Pour les streptocoques il n’y a pas d’augmentation sensible 
des souches résistantes: Mais on rencontre actuellement avec une 
fréquence accrue dans beaucoup d’affections sanguines. ou pulmo- 
naires des entérocoques appartenant aux variétés hémolytiques 
et dont le taux dépasse 4 U. O./cm*. 

Sur quelques souches de Neisseria meningitidis, toutes étaient 
sénsibles ; par contre, sur “20 souches de N.-flava~ et de 
N. catarralis rencontrées dans |’oropharynx ou l|’expectoration, 
toutes étaient résistantes. 


Streptomycine. 
POURCENTAGE DES SOUCHES INHIBEES 
NOMBRE par les concentrations suivantes (»g/cm’) 
de 
1 2 3 4 
souches 
<2 2-15 15-60 > 60 
Stapnylocoques. .. . 270 WP) 12 3 13 
Streptocoques .... 82 15 49 20 i: 
Pneumocoques. .. . 33 45 58 12 
Bacilles coliformes . . 439 50 44 ; # 
Gap Kebstellas a. ecie 23 39 44 
TERQUOTS 2 Gon Gig a 22 37 27 9 27 
Bacille pyocyanique . 48 8 42 21 2 
salmonella, 2 = =: 24 13 83 A 
Hemophilus--. ... . 43 54 23 2 


Le fait le plus net qui se dégage de ces résultats est apparition 
de pourcentages appréciables de staphylocoques, streptocoques 
et Bac. coliformes résistants, alors qu’une enquéte effectuée en 
1948 sur 85 souches n’en avait pas montré [1]. Ces pourcentages 
d’ensemble cachent en partie le fait que dans cerlaines formations 


630 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


hospitaliéres, jusqu’a 60 p. 100 de souches résistantes ont été 
mises en évidence parmi ces germes. La streptomycine ayant été 
utilisée avec prédominance chez les tuberculeux, cette augmen- 
tation chez des malades non tuberculeux est un phénomeéne assez 
curieux. 

Auréomycine. 


POURCENTAGE DES SOUCHES INHIBEES 
par les concentrations suivantes (ug/cm*) 


NOMBRE 


de 


souches 


Staphylocoques. .. . 
Streptocoques ... . 
Pneumocoques. .. . 
Entérocoques 
Bacilles coliformes. . 
Proteus 

Bacille pyocyanique . 
Salmonella 


Le chiffre de 1 p. 100 de staphylocoques résistants risque dans 
Vavenir de se modifier assez considérablement. En certains points 
localisés une augmentation des souches résistantes, pouvant aller 
jusqu’a 10 p. 100, a été signalée. 

Contrairement 4 ce qui se passe pour les antibiotiques précé- 
dents, la sensibilité des entérocoques est analogue a celle des 
streptocoques. 

Sur les 13 souches de Proteus titrées, aucune n’était sensible 
i Pauréomycine. 

Chloromycétine. 


POURCENTAGE DES SOUCHES INHIBEES 
NOMBRE par les concentrations suivantes (yg¢/cm%) 


de 


souches 


Staphylocoques. .. . 
Streptocoques..... 
Pneumocoques . 
Entérocoques ae 
Bacilles coliformes. . 
Proteus : 
Bacille pyocyanique . 
Salmonene ae 
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Parmi les Salmonella titrées vis-a-vis de la chloromycétine, la 
presque totalité était constituée par S. typhi et S. paratyphi B 
avec des taux s’étageant entre 1 et 3 »yg/cm®. Pour l’auréomycine, 
les taux se situaient entre 3 et 12 yg/cm*. Si l’on fait le rapport 
avec les concentrations sanguines de ces deux antibiotiques, on 
voit que les germes responsables des fiévres typhoides sont prés 
de dix fois plus sensibles 4 la chloromycétine. 


Terramycine. 


POURCENTAGE DES SOUCHES INHIBERS 


NOMBRE par les concentrations suivantes (ug/cm?) 


de 


souches 


Staphylocoques 

Strepto-entérocoques . 
Bacilles coliformes. . 
Bacille pyocyanique . 


L’apparition récente de cet antibiotique n’a pas permis de 
titrer un nombre suffisant de souches. Le chiffre de 5 p. 100 de 
slaphylocoques résistants ne coincide pas avec les taux beaucoup 
plus élevés donnés par d’autres auteurs [5]. Comme pour |’auréo- 
mycine, les souches de Proteus titrées se sont toutes montrées 
résistantes. 

Pour certaines espéces microbiennes peu sensibles comme les 
Bac. pyocyaniques, il est intéressant de considérer le compor- 
tement des souches vis-a-vis de l’ensemble des antibiotiques, y 
compris les sulfamides (45 p. 100 de souches sensibles). 

Sur les 50 souches titrées, 18 sont résistantes a tous les anli- 
biotiques, 6 sont sensibles a 2 antibiotiques et 14 4 un seul. Le: 
autres réalisent tous les types de sensibilité sans qu'il soit 
possible de prévoir a l’avance le produit actif. 

Conclusion : Le spectre d’activité actuel des antibiotiques uli- 
lisés depuis quelques années est différent de celui qu’ils possé- 
daient au début de leur utilisation. Avec certaines espéces il y a 
incontestablement une évolution constante vers la sélection des 
souches les plus résistantes. Pour chaque antibiotique, un pour- 
centage variable de souches échappent au traitement ou sont tres 
résistantes. L’augmentation des souches résistantes est souvent 
un phénoméne local se produisant dans un milieu hospitalier 
donné. Certaines espéces ne présentent pas une sensibilité prédo- 
minante vis-a-vis de tel ou tel antibiotique. 
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Si les divers pourcentages donnés sont capables de guider la 
thérapeutique, il est préférable de se fier, chaque fois que cela 
est possible, 4 la détermination in vitro du taux de sensibilité. 
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ACTION DU 2, 3 DIMERCAPTOPROPANOL (BAL) 
SEUL OU ASSOCIE AU CHLORAMPHENICOL 
OU A L’AUREOMYCINE 
SUR QUELQUES BACTERIES A GRAM-NEGATIF 


par G. RENOUX et J. ROUX (*). 


(Laboratoire de Microbiologie de la Faculté de Médecine et Centre 
(OMS/OAA) de Recherches sur la Fiévre ondulante, Montpellier. 
Directeur : Professeur L. Carrére.) 


Dans une précédente publication nous établissons [4] le trés 
remarquable renforcement in vitro de Vaction de l’auréomycine ou 
du chloramphénicol sur les Brucella en présence d’un micro- 
gramme de dimercaptopropanol par millilitre de milieu, dose 
par elle-méme insuffisante pour amener une stase bactérienne. 
In vivo, un premier essai sur la souris [2] autorise les plus grands 
espolrs. 

I] était intéressant de voir si Vassociation du BAL et du 
chloramphénicol ou l’auréomycine avait la méme action sur 
dautres bacilles 4 Gram-négatif, soit pour permettre un traite- 
ment plus actif 4 moindres doses des affections causées par ces 
bactéries, soit comme premiére étape pour essayer d’élucider le 
mécanisme inlime de cette synergie antimicrobienne adaptée aux 
Brucella. 

Nos essais ont porté sur 21 souches de bacilles 4 Gram-négatif : 
8 Salmonella, 2 Escherichia, 2 Proteus, 3 Aerobacter, 3 Shigella, 
2 Vibrio, 1 Pasteurella. 

Pour chacune de ces souches, nous avons recherché la dose 
inhibitrice de 2,3 dimercaptopropanol, de chloramphénicol, 
d’auréomycine et la dose inhibitrice de ces deux antibiotiques en 
présence d’une dose uniforme de 1 microgramme de BAL par 
millilitre de milieu. Culture en eau peptonée a 20 p. 1 000, glu- 
cosée a 10 p. 1 000 additionnée de rouge de phénol. Chaque tube 
contient 1 millilitre de milieu de culture ; l’antibiotique est 
ajouté stérilement au rhéométre, en sorte que chaque tube 
contienne la moitié de la dose du tube qui le précéde. L’ensemen- 


(*). Société Francaise de Microbiologie, séance du 1° mars 1951. 
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cement est d’une goutte d’une suspension dans 5 ml d’eau 
peptonée de 2 anses d’une culture de vingt-quatre heures du 
microorganisme considéré sur bouillon gélosé. Lecture des 
résultats apres vingt-quatre heures a l’étuve a 37°. 

La dose inhibitrice étant celle contenue dans le premier tube 
oi il n’y a pas de développement microbien apparent. Le 
tableau I résume cette expérience. 


Tasteau I. — Doses inhibitrices aprés 24 heures de culture a 37° 
en microgrammes par millilitre de milieu. 


CHLORAMPHENICOL AUREOMYCINE 


NUMERO SOUCHES 


ie} 
> 
mo 


| 


Salmonella typhi, 1810. 
Salmonella typhi, 3010. 
Salmonella typhi, 2204. 
Salmonella paratyphi B, 2208. 
Sulmonella para/yphi B, x 45. 
Salmonella paralyphi B, 717 
Salmonella paratyphr C, 408. 
Salmonella enlerisidis, 404. 
Escherichia coli. 1812. 
Escherichia coli, 442. 
Aervubacter aerogenes, 1346. 
Aerobacter aeroyenes, 1416. 
Aervbacler aerogenes, 1406. 
Proteus vulyaris, 301. 
Proteus moryganii, 303. 
Vibrio chole x, 464. 
Vibrio el Tor, B.2. 
Shigella shiga, 5A. 
Shigella flexner ll, 54. 
Shigella flerner V, 544. 
Pasteurella pseudotuberc. 
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1° Sensibilité au chloramphénicol ou a Vauréomycine des 
souches étudiées. 

12 souches se montrent plus sensibles au chloramphénicol gu’a 
Vauréomycine 

4/8 souches de Salmonella typhi (2201), paratyphi B (2208, x 
as ars) 8 

2/3 souches d’Aerobacter aerogenes (1416 et 1466). 

2/2 souches de Proteus. 

1/2 vibrio (El Tor B. 2). 

3/3 Shigella (noter en particulier la trés grande différence pour 
Sh. shiga 51). : 

Il y a égalité d’activité antibiotique vis-a-vis de : 

2/8 Salmonella typhi (1810 et 3010). 
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1/2 E. coli (1812). 

1/2 Vibrio cholere (464). 

L’auréomycine est plus active que le chloramphénicol contre : 
2/8 Salmonella paratyphi C (408) et enteritidis (404). 

1/2 E. coli (112). 

1/4 A. aerogenes (1346). 

1/1 Pasteurella. 


2° Pouvoir bactériostatique du 2,3 dimercaptopropanol. Le 
dimercaptopropanol est peu ou pas bactériostatique pour les 
souches étudiées : plus de 25 microgrammes pour la plupart des 
souches ; seules les souches E. coli 1812 et Flexner V 54 sont 
inhibées par 25 microgrammes et les souches de Vibrio cho- 
lerae 464 et El Tor B 2 respectivement par 6 et 12 microgrammes. 
Premiére différence avec les Brucella, dans l’ensemble sensibles. 

3° Pouvoir bactériostatique du chloramphénicol, en présence 
de 1 microgramme de BAL par millilitre de milieu. Dans 12 expé- 
riences sur 21 il n’y a aucune différence entre les deux séries 
d’essais, les doses inhibantes de chloramphénicol sont les mémes 
en présence ou non de BAL. 

Dans 8 expériences (n® 3, 9, 10, 11, 12, 18, 14, 20) la présence 
de BAL semble augmenter les capacités de résistance du microbe 
considéré a l’action de l’antibiotique; il faut des doses de 
chloramphénicol doubles ou méme quadruples pour obtenir l’effet 
de stase quand le milieu contient du dimercaptopropanol. I] s’agit 
essentiellement d’entérobactéries, Escherichia et Aerobacter. 

Dans un cas seulement (expérience n° 18) une souche de 
Shigella shiga, quoique résistante au BAL seul, est plus sensible 
au chloramphénicol associé au BAL qu’au chloramphénicol seul. 

4° Pouvoir bactériostatique de Vauréomycine, en présence de 
1 microgramme de BAL par millilitre de milieu. Dans 12 expé- 
riences sur 21 aucune différence entre les deux séries d’essais. 

Dans 8 expériences (2, 3, 6, 8, 10, 13, 18) la présence de BAL 
diminue le pouvoir bactériostatique de l’auréomycine : ce groupe 
comprend 4 Salmonella, 1 Escherichia, 1 Aerobacter, 1 Proteus 
et 1 Shigella. 

Dans un cas seulement (n° 20) une souche de Shigella 
flexner V (54) est plus sensible a l’auréomycine quand le BAL 
est présent. 

Il n’y a pas, apparemment, de rapport entre la sensibilité de 
la souche considérée a l’antibiotique en cause et son comportement 
quand on fait agir le méme antibiotique en présence de BAL. 

Dans nos essais sur les Brucella nous avions noté que le dimer- 
captopropanol renforcait l’action des antibiotiques étudiés et la 
prolongeait dans le temps; un essai (tableau IT) de l’action du 
chloramphénicol seul ou associé au BAL sur les Salmonella nous 
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a montré une action inverse ; en présence de BAL et dés la 
quarante-huitieme heure, les doses de chloramphénicol nécessaires 
pour maintenir |’inhibition augmentent. 

Ici encore, les résultats sont tout 4 fait opposés a ceux que 
nous avions obtenus avec les Brucella, ou, rappelons-le, la pré- 
sence dans le milieu de culture de 1 eg de BAL permettait de 
maintenir pendant les six jours de ]’expérience le méme taux 
valable d’antibiotique, qu'il s’agisse de chloramphénicol ou 
d’auréomycine. 


Tastea” Il. — Action du chloramphénicol seul ou associé 
Aa 4ug de BAL par millilitre sur les Salmonella, en fonction du temps. 


TEMPS D'INCUBATION A 31° 
en jours 


SOUCHES 


Saimonella typhi, 1810. Chloro. seul. 
Chloro. + BAL. 


Salmonella typhi, 3010. Chloro. seul. 
Chloro. + BAL. 


Salmonella typhi, 2201. Chloro. seul. 
Chloro. + BAL. 


Salmonella paratyphi B, 2208. | Chloro. seul. 
Chloro. + BAL. 


Salmonella paratyphi, x 45. Chloro. seul. 
Chloro. + BAL. 


Salmonella paratyphi, 77. Chloro. seul. 
Chloro. + BAL. 


Il nous est venu a lesprit une objection, qui expliquait peut- 
étre les différences de comportement des Brucella et des autres 
bactéries Gram-négatif étudiées ; dans le cas des Brucella nous 
avions éprouvé le pouvoir antibiotique en bouillon au foie tandis 
que nous avons utilisé eau peptonée glucosée pour les autres 
hacilles, ce qui pourrait expliquer, par la présence ou l’absence 
de certains métabolites dans le milieu de culture, ces résultats 
divergents. 

Nous avons done recherché l’action du chloramphénicol seul 
ou associé au BAL en milieu bouillon au foie. Cette expérience 
a porté sur 5 souches (tableau III). 

Les résultats de cetle expérience ne différent pas sensiblement 
de nos premiers essais (tableau I) : le milieu de culture n’a pas 
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Tasteau III. — Action du chloramphénicol seul ou associé au BAL ; 
action du BAL seul quand les bacilles sont cultivés en bouillon 
au foie. 


DOSES INHIBANTES EN GAMMAS DE 


SOUCHES 


chloramphénicol | chloramphénicol 
seul + BAL 


Salmonella typhi, 3010. 
Parotyphe C. 408. 
Aerohacte: aero,enes, 1416. 
Shgell. flexner Il, 52. 
Proleus vulgaris, 301. 


d’influence réelle sur l’action des antibiotiques, sous la réserve 
d’un développement microbien correct. 

Ainsi le 2,3 dimercaptopropanol n’a pas ou a une faible activité 
bactériostatique sur les bacilles 4 Gram-négatif étudiés autres que 
les Brucella, et en présence de ce produit le chloramphénicol ou 
l'auréomycine ont une activité diminuée dans la plupart des cas 
vis-a-vis des bacilles 4 Gram-négatif. 

De cetle étude nous pouvons tirer plusieurs conclusions : 

1° I] existe une grande différence entre les Brucella et d'autres 
bacilles 4 Gram-négatif dans leur comportement a l’égard du 
dimercaplopropanol qui est antibiotique, ou plutdot bactériosta- 
tique, pour le premier groupe et ne l’est pas pour le second. 

2° Si le BAL augmente et renforce |’action du chloramphénicol 
ou de ]’auréomycine sur les Brucella, il est sans valeur pour les 
autres bactéries étudiées, quand il n’a pas une action empéchante. 

3° On suppose que le chloramphénicol agit en inhibant les 
estérases microbiennes (Smith, Worrel et Swanson) [8] et que 
l’auréomycine empéche le microbe d’assimiler le phosphore inor- 
ganique (Loomis) [4]; ces études ont été faites sur des bacilles 
a Gram-négatif autres que les Brucella. Il importe de vérifier 
si l’action de ces antibiot:ques sur les Brucella se fait par |’inter- 
médiaire des mémes métabolismes ; en tout cas il semble bien 
que le BAL n’inhibe aucun métabolisme des autres bactéries. On 
sait l’action de cette drogue sur les diastases contenant un métal 
lourd : peut-étre trouve-t-elle chez les Brucella, et pas chez les 
autres microbes étudiés ici, une telle diastase. 

4° On devra tenir compte de ce fait — que le BAL peut géner 
l‘aclion bactériostatique du chloramphénico] ou de |’auréomycine 
— dans le traitement des malades justiciables 4 la fois de la 
thérapeutique antibiotique et de la thérapeutique par le BAL. 
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LES FACTEURS ANTIGENIQUES 
DU VIBRION CHOLERIQUE ET LEUR DETERMINATION 
PAR AGGLUTINATION MICROSCOPIQUE (1) 


par A. WAHBA (2). 


(Institut des Sérums et Vaccins du Caire.) 


L’existence de 13 facteurs « O » chez le vibrion cholérique 
ayant été affirmée par Burrows et ses collaborateurs [4], 
Gallut [2] .a poursuivi ces travaux par |’étude détaillée de 82 sou- 
ches de vibrions. Ce dernier travail fut trés important car il 
démontra que parmi les 35 souches isolées de |’épidémie égyp- 
tienne de 1947, il existait une variation assez vaste de la formule 
antigénique. 

Comme ces expériences furent terminées vers la fin 1948, il 
restait A voir si ces souches, conservées dans la gélose profonde, 
avaient encore la méme formule aprés une durée de plus de deux 
ans, Burrows ayant suggéré la possibilité d’une instabilité anti- 
génique. 

En méme temps, l'emploi de l’agglutination sur lame comme 
technique usuelle de détermination de facteurs antigéniques a été 
envisagé. 

Kauffmann [8] ayant attribué a l’emploi de gélose mince ou trop 
dure une insuffisance de production d’antigéne « O », une gélose 
fraiche et épaisse a été utilisée dans toutes les expériences. 

D’autre part, cet auteur n’accepte pas la présence des fac- 
teurs D —> M et il attribue les agglutinations positives aux fac- 
teurs rough non spécifiques R et Q. Gurkipal Singh et Ahuja [4] 
partagent aussi cette opinion. 

Pour éviter la présence d’un élément rough, les essais suivants 
furent adoptés avant de procéder a l’agglutination macroscopique 
des souches provenant de l’épidémie égyptienne 

a) Agglutination microscopique avec un sérum Inaba. 


(1) Travail effectué a 1’Institut Pasteur de Paris, dans les laboratoires 
du D' J. Gallut, qu’il m’est agréable de remercier ici pour présentation 
de souches et. excellentes conditions de travail. 

(2) Société Francaise de Microbiologie, séance du 1° mars 1991. 
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b) Agglutination microscopique et macroscopique, controle 
avec l’eau physiologique. 

c) Mise en contact des suspensions avec le réactif de Millon et 
ébullition pendant dix minutes. 

d) Thermostabilité : suspension en eau physiologique mise en 
ébullition pendant deux heures. 

Les souches n’agglutinant pas avec le sérum spécifique, étant 
auto-agglutinables, donnant une réaction de Millon positive ou 
n’étant pas thermostables, furent ainsi écartées. 

1° Agglutinants. — Quatre agglutinants différents furent 
employés dont la suspension vivante et celle tuée par ébullition 
se sont montrées satisfaisantes. L’antigéne préparé par la récolte 
des cultures sur gélose peptonée Agées de dix-huit heures, puis 
additionné de formol a 5 p. 1000, n’a été satisfaisant qu’en cas 
d’utilisation immédiate. Plus tard, l’antigéne C disparaissait. 
Nous reviendrons plus loin sur ce point. 

L’antigéne préparé d’une culture liquide (bouillon) formolée, 
recommandé par Gardner et Venkatraman [5], a donné des 
résultats non spécifiques. 


2° Antisérums. — Des antisérums de lapin saturés et spéci- 
fiques : anti-A, B, C, D, E, F, I K, H M et L ont été employés. 
3° Epreuve d’agglutination macroscopique. — Un taux du 


centiéme au milliéme est utilisé. Le mélange ne doit pas étre 
trop dense pour éviler une difficulté dans la lecture. Les tubes 
sont placés au bain-marie 4 52°C et la lecture faite 4 l’ceil nu 
aprés quatre heures. Puis les tubes sont gardés jusqu’au len- 
demain a la température du laboratoire pour la lecture finale. 

Apres les quatre premiéres heures le résultat des fac- 
teurs A B C D E est net, comme il a été rapporté par Gallut. 


T.’agglutination des facteurs mineurs est plus lente et n’est nette 
que le lendemain. 


Tasteau I. — Gomparaison des formules antigéniques 
suivant le temps de conservation des souches. 


SOUCHE 4951 SOUCHE 4951 


ACDE 42 989 ACDL ACDE 
; ‘ ACDE 8 994 ACDL ACDE 
El Kourein . . ACDE | V4 Suez. ACDEL ACDE 
V2 Parana. . . ACDE | P.S. 163 ACDEFL ACDEF 


Nil “ ACD 8 990 ACDEHML ACDEHM 
Segond) ll NG ACDE 


ACDE 8 946 |ACDEFGIJKL| ABCDEFIKL (4) 
ACDE 35 043 ACDEL - ABCDEFIKL 


(1) Lantisérum GJ manquait. 
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4° Résultats. — En comparant les résultats obtenus en 1948 et 
en 1951 on peut conclure, d’une fagon générale, a l’apparition 
des facteurs D et E dans les souches ow ils étaient absents et 
la disparition compléte (4 part deux exceptions) du facteur L. 

5° Agglulination microscopique. — La possibilité d’une agglu- 
tination microscopique a été d’abord examinée avec la 
souche 8 946 qui donna en agglutination macroscopique un taux 
élevé avec tous les sérums spécifiques. 

En principe, une dilution du sérum au quarantiéme donna un 
résultat positif indiquant la présence des facteurs majeurs et 
mineurs. I] est 4 remarquer aussi que l’agglutination A, B, C, D 
et E fut instantanée ou du moins rapide; celle des autres fut 
lente. 


TasLEAu II, — Agglutination sur lame de la souche 8 946 
par sérums spécifiques dilués. 


1/20 1/40 4/80 1/160 | REMARQUES 


Rapide. 
Rapide. 
Rapide. 
Rapide. 
Rapide. 
Lente. 
Lente. 


+| |++4++++ 
+| |++4++4++ 


Lente. 


sell yea gees ot 
fee oa ai mae 
sl ee eee 
Fel aaah acne 


L’agglutination sur lame doit se faire avec une culture sur 
gélose Agée de préférence de moins de vingt-quatre heures. Les 
formules antigéniques ainsi déterminées correspondent exac- 
tement aux formules trouvées par la méthode macroscopique. 

6° La particularité du facteur C. — La disparition du facteur C 
dans les cultures sur gélose gardées quelques jours a la glaciére 
a déja été remarquée par nous en collaboration avec Spaun [7]. 
Poursuivant les expériences en cette direction, l’examen de 


Tasteau III. — Taux d’agglutination de l’antisérum G 
utilisant des suspensions formolées et bouillies. 


SOUCHE SUSPENSION FORMOLEE SUSPENSION BOUILLIE 


100 4 000 


400 4 000 
100 4 000 
500 
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cultures agées de 20 jours gardées a la température du labora- 
toire révéla l’absence de l’antigene C par agglutination micro- 
scopique et un taux trés réduit par agglutination macroscopique. 

Les autres facteurs ne sont pas affectés (tableau IV). En compa- 
rant des cultures bouillies et formolées, l’absence de l’antigéne C 
est aussi remarquée dans la suspension formolée. 

Ceci démontre l’importance de l’usage d’une culture vivante 
et fraiche pour toute agglutination macroscopique ou micro- 
scopique. 


Tasteau 1V. — Gomparaison d’agglutinations microscopiques 
de souches fraiches Aagées de 20 jours et suspensions bouillies. 


V.4 SUEZ FRAICHE 
V.4 surz 20 JOURS 
V.4 SUEZ BOUILLIE 
P.S.163 FRAICHE 
P.S 163 20 sours 
P S.297 FRAICHE 
P.S.297 20 sours 
P.S.297 BoUILLIE 
A.505 FRAICHE 
A.505 20 sours 
A.505 BOUILLIE 
A. 504 FRAICHE 
A.504 20 sours 
A.504 BOUILLIE 


I 
is) 
Lael 
= 
cc 
fe 
a 
is 
a 
4 
p 
} 
| 
a 


| EL KOUREIN BOUILLIE 
| V.2 FARANA FRAICHE 
| V.2 FARANA 20 jouRS 
| V.2 PARANA BOUILLIE 


| | [++] | 4] ge kovurzin 20 sours 
eee le 
1] 1 t4+4+444 
| ate Peeae a) ese 
Fl Seareae dhs 
DA Verte es ete 
1} | P++d [t+ 
| | +++ /+ 
[Sraraeqe Ibe 
paimces lt) |p ar 
[ ad) ee ateaee | ooh 
flere ae let 
| =e se 
Il Seapaedlse 
| PAIN Sea arese 
ete stealth 
| I) 4FSeseSe4= 
Sf teste tte te teat 


Wh do tk aaa 


rem smoowe 
+|++4++|]++ 
+|+4+++++4+ | 


7° Effet de nombreux repiquages. — Comme Sokhey et 
Habbu [6] ont suggéré que les nombreux repiquages pourraieni 
effectuer un changement de structure antigénique, deux souches 
furent choisies : lune d’une courte formule, Nil, et Vautre d’une 
longue formule, 8 946. 

Aprés 14 repiquages dans le courant d’une semaine, il n’y eut 
aucun changement dans le taux de l’agglutination macroscopique 
des différents facteurs. 

Il est plus probable que l’effet produit par le milieu de culture 
artificiel au premier repiquage aprés l’isolement ainsi que la 
fagon dont la souche est conservée, sont des facteurs importants 
dans la détermination de la formule antigénique. 


Ri&suME ET CONCLUSIONS. 


l° Les facteurs antigéniques du vibrion cholérique de Burrows 
et Gallut sont aussi bien démontrables par agglutination micro- 
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scopique que par agglutination macroscopique. L’agelutination 
microscopique peut étre adoptée comme routine, étant beaucoup 
plus simple. 

2° La formule antigénique n’est pas complétement stable. 
L’age de la culture peut affecter surtout les facteurs D, E et L. 
Le ‘facteur C disparait rapidement par vieillissement de la 
culture vivante ou par traitement par le formol. Les cultures 
bouillies se conservent plus longtemps. 

3° Les facteurs majeurs et mineurs sont entiérement différents 
en ce qui concerne le temps d’agglutination. 

4° Une culture vivante, A4gée de moins de vingt-quatre heures, 
doit étre employée pour toute agglutination. 

5° Les divers points ainsi établis dans ce travail peuvent 
suffire & expliquer les divergences d’opinion de certains auteurs 
sur l’existence réelle des facteurs antigéniques thermostables 
mineurs du vibrion cholérique, en raison des différences des 
techniques qu’ils ont utilisées. 
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ETUDE BIOCHIMIQUE 
DU RENDEMENT MATERIEL DE CROISSANCE 
D'UNE BACTERIE AEROBIE : BAC/LLUS MEGATHERIUM 


par J.-P. AUBERT. 


(Institut Pasteur. Service des Fermentations.) 


I. — Etude des constituants cellulaires. 


Par définition, le rendement matériel d’un organisme en crois- 
sance exprime le rapport du poids de matiére vivante formée au 
poids de matiére organique consommée. 

Pour cette question qui, jusqu’A ce jour, a fait Vobjet de 
différents travaux, une bibliographie compléte se trouve dans le 
livre de Monod : Recherches sur la croissance des cultures bacié- 
riennes [42] a coté des études personnelles de |’auteur. 

La constance du rendement au cours de la croissance, signalée 
en premier lieu par Terroine et Wurmser [45], est un fait bien 
établi dont Monod a précisé la signification en travaillant dans 
des conditions expérimentales parfaitement définies : le microbe 
en croissance utilise toujours une égale quantité d’aliment car- 
boné pour produire un individu qui lui est semblable, et le 
méme phénoméne se poursuivrait indéfiniment identique a soi 
sans lintervention de facteurs limitants. 

Sans entrer pour l’instant dans le détail de conclusions que 
nous aurons l'occasion d’examiner par la suite, nous remar- 
querons que pour les auteurs cités et d’autres, le rendement est 
un moyen formel de caractériser la croissance, ¢’est l’expression 
mathématique d’un ensemble de phénoménes sur la nature et 
Yimportance desquels le chiffre qui traduit la valeur du_ren- 
dement ne renseigne pas. 

Cetle notion, bien que complexe, est cependant la seule qui 
permette d’étudier quantitativement les phénoménes de synthése. 
Mais il est nécessaire, pour traiter l’étude du rendement de cette 
maniére, de connaitre, au moins dans leur ensemble, les fac- 
teurs qui influent sur le rendement. Ces facteurs sont de deux 
sortes, les uns lés a lidentité de l’organisme, les constituants 
cellulaires, les autres au métabolisme de formation de ces corps 
et a la physiologie microbienne dans les conditions expérimen- 
tales réalisées. 

Le probléme au départ est donc de travailler avec des bac- 
téries dont la nature et le taux des principaux constituants cellu- 
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laires soient connus et contrélables, et dont le métabolisme 
n’interdise pas une analyse précise de l’ensemble des échanges 
matériels au cours de la croissance. Les conclusions, A quoi 
semblable étude doit conduire, concerneront soit la physiologie 
générale, soit la synthése d’un constituant a partir d’un substrat, 
résultat qui expliquera la relation liant la valeur du rendement 
d’un organisme a cet organisme lui-méme. 

La bactérie choisie, Bacillus megatherium, se trouve a |’état 
nature] dans le sol ; elle se développe bien dans le milieu synthé- 
tique proposé par Grelet [5], que nous désignerons dans ce tra- 
vail sous le terme de milieu S: 


PO,HK PETA gy) ct Ole eA eich) OMEE Ot) Oe en kPa) EO mn Ber 5 g 
I ME ere testes bone a kk atts rae dees 2 10 g 
SOMi wi Oa ee er oC ee yo 0,150 g 
AMR Ores eR cue SO eB eeln ices os othe 0,030 g 
SOK 28 TL OES s Se ia ES Agi Seen a ar Oa 0,030 ¢ 
ME C7 S OUNC Om et pre oe CeneWls eee oa aie ee ae OFS; 41 
Aliment carboné, par exemple, glucose. ........ 10 g 


Nos principales connaissances sur le métabolisme de cet orga- 
nisme ont été établies par Lemoigne et ses collaborateurs. 

1° Métabolisme carboné. — Lemoigne a montré qu’au cours 
du développement de B. megatherium il s’accumule a |’intérieur 
des cellules une substance polymére de l’acide @-hydroxybuty- 
rique, de formule brute (C,H,O,)n, désignée sous le terme de 
lipide @-hydroxybutyrique et dont le taux atteint couramment 
30 p. 100 de la matiére séche microbienne [7]. Par différentes 
méthodes d’extraction, Lemoigne et coll. [10] ont décrit 4 corps 
dont les points de fusion s’étendent entre 115° et 157°, possédant 
tous la méme formule brute et se différenciant seulement par 
leur degré de polymérisation. Une méthode a été donnée pour le 
dosage de ce lipide ®-hydroxybutyrique [14]. 

2° Métabolisme azoté. — Quand on cultive B. megatherium 
sur un milieu synthétique contenant du nitrate de sodium ou de 
potassium comme aliment azoté, il ne se forme dans le milieu 
ni nitrites, ni sels d’ammonium. Cette bactérie attaque la quan- 
tité de nitrate juste nécessaire a la synthése de ses protéines [8]. 

L’étude du rendement telle que nous avions l’intention de la 
traiter n’était pas possible sans la connaissance des principaux 
constituants cellulaires ; cette question fera l’objet du présent 
mémoire. I] importait de répartir les constituants cellulaires 
dans les trois grands groupes classiques: glucides, lipides, 
protides, d’en connaitre le taux et, si possible, la nature, tout 
au moins pour les constituants glucidiques et lipidiques. 


A. — ETAT ACTUEL DE LA QUESTION. 


1° Glucides. Aucun renseignement précis n’est donné ; les quel- 
ques rares indications bibliographiques seront exposées plus loin. 
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2° Lipides. La formation du lipide g-hydroxybutyrique englobe 
pratiquement la totalité du métabolisme lipidique. 

3° Protides. ‘Le calcul du taux des protides est obtenz en mul- 
tipliant le taux de l’azote par le coefficient 6,25. Wheeler [46] 
indique 8,3 p. 100 d’azote, soit 52 p. 100 de protides. 

4° Cendres. Wheeler [16] indique 10,2 p. 100. 


B. — RECHERCHES PERSONNELLES. 


1° DosaGEs DES CONSTITUANTS coNnNus. — La souche utilisée 
a été isolée de la terre et conservée sporulée sur bouillon de 
haricots gélosé, saccharosé. Dans les expériences, les bactéries, 
sauf indications particuliéres, ont toujours été cultivées sur le 
milieu S glucosé. Nous reviendrons dans la prochaine note sur 
les conditions pratiques de culture et les raisons qui les justifient. 
Les dosages suivants portent sur des microbes « normaux », 
c’est-a-dire pris dans la phase exponentielle de croissance, 
lorsque le développement n’est entravé par aucun facteur 
limitant. 

a) Dosage du lipide. — 28 4 30 p. 100 de la matiére séche. 

b) Dosage de l’azote. — La micro-méthode de Kjeldahl indique 
en moyenne 6,2 p. 100 d’azote, soit environ 389 p. 100 de 
protéines. 

c) Dosage des cendres. — Plusieurs analyses indiquent la 
valeur de 8 p. 100 qui a été calculée une fois pour toutes. 

La somme des taux de ces trois constituants laisse, par rap- 
port au poids de la matiére séche totale, un déficit constant de 
Vordre de 24 p. 100, sans doute explicable par l’existence d’un 
ou de plusieurs corps inconnus de nature glucidique. 


2° RECHERCHE DE L’EXISTENCE D'UNE SUBSTANCE SACCHARIFIABLE. 
— L’existence d’une telle substance dans les corps microbiens 
doit étre mise en évidence par |’apparition de sucres réducteurs 
aprés hydrolyse acide des bactéries. 

Pratiquement, les microbes centrifugés sont lavés deux fois 
a l’eau distillée, remis en suspension en milieu acide et portés 
au bain-marie bouillant. Des prélévements permettent de suivre 
le cours de V’hydrolyse et les analyses sont conduites de la 
maniére suivante : la prise d’essai est neutralisée avec une solu- 
tion de NaOH n, et déféquée a hydrate cadmique ; aprés centri- 
fugation et lavage du précipité, le liquide est amené a volume 
connu et les corps réducteurs sont dosés sur une partie aliquote 
par la méthode de Schaffer-Hartmann. On objectera qu’il n’est 
pas certain que les substances réductrices ainsi dosées appar- 
tiennent toutes au groupe des glucides. Cette objection a été 
réfulée dans une publication récente par des auteurs [3] qui, 
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travaillant sur le polyoside de E. coli, ont employé la méme 
technique que nous, aprés avoir montré que la méthode de 
Somogyi, trés voisine de celle de Schaffer-Hartmann, est tout 
a fait convenable. Un autre argument en faveur de la validité 
de cette technique sera donné ultérieurement. 

Les courbes d’hydrolyse obtenues sont des courbes classiques ; 
avec SO,H,2n, le taux maximum de sucres réducteurs exprimés 
en glucose est de 21,2 p. 100 de la matiére séche microbienne, 
avec SO,H,n, il est de 20,8 p. 100. Le chiffre moyen de 
21 p. 100 correspond au déficit de 24 p. 100 mentionné précé- 
demment. 

Ce résultat nous a poussé a rechercher quelles étaient les 
substances responsables de la libération des sucres réducteurs, 
a en connaitre le nombre et la nature. 


Extraction et étude chimique d’un premier polyoside. 
I. — GENERALITEs. 


Aprés avoir essayé différents modes d’extraction, nous avons 
choisi finalement le traitement a l’eau bouillante. 


A. INFLUENCE DE LA DUREE DE L’EBULLITION. — Les bactéries 
lavées sont mises en suspension dans ]’eau et le liquide est porté 
a l’ébullition sous réfrigérant ascendant. Toutes les heures, des 
parties aliquotes sont prélevées et centrifugées. Le liquide surna- 
geant et les microbes sont hydrolysés séparément avec SO,H, n 
pendant cing heures et le taux de polyoside de chaque fraction 
est exprimé en p. 100 du poids de matiére séche microbienne au 
départ. Le tableau I exprime les résultats. 


TaBLeEaAu I. 


POLYOSIDE 
(exprimé en glucose) 


dans le liquide dans les bactéries 


4 heure 44,7 
13.8 
43,8 
4 heures ieioal 
5 heures 4355 


~ 


Aprés deux heures et demie d’ébullition, on n’extrait plus de 
polyoside, 
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B. INFLUENCE DU voLUME D’EAu. — Pour des raisons d’ordre 
pratique, il est difficile de travailler avec des suspensions ou la 
concentration microbienne est supérieure 4 10 p. 100. Si les 
concentrations sont plus faibles, le volume d’eau utilisé ne joue 
aucun role: un plus grand volume d’eau pour une quantite 
donnée de microbes ne permet pas d’extraire plus de polyoside. 

Il existe donc au moins deux types de polyoside : l’un extrac- 
tible a l’eau bouillante (polyoside I), l’autre non (polyoside II). 


Il. — PreparaATIOoN DU POLYosIDE I. 


A. CULTURE ET RECOLTE DES BACTERIES. — ‘Les microbes sont 
cultivés dans une cuve contenant 60 1 de milieu S_ glucosé 
a 3 p. 100. La concentration en glucose, ]’aération et l’agitation 
sont suffisantes pour assurer un bon développement jusqu’a 
trente heures de culture. Aprés vingt-quatre heures les bactéries 
sont centrifugées dans une supercentrifugeuse « Sharples ». La 
durée totale de la centrifugation est d’environ six heures ; aussi, 
pour éviter une altération imprévisible du polyoside chez les 
bactéries déja centrifugées, avons-nous mis, 4 mesure de leur 
récolte, les bactéries en suspension dans l’acétone. Quand la 
récolte est terminée, la suspension acétonique est filtrée sur 
Buchner, les microbes sont lavés a l’acétone anhydre, puis séchés 
sous vide. Une cuve donne en moyenne 500 g de microbes secs 
a l’état de poudre, qui se conservent sans inconvénient plusieurs 
jours avant d’étre extraits. Cette technique n’altére nullement le 
polyoside. 


B. ExrracTIoN bu PpoLyosipE. — Les bactéries sont remises en 
suspension dans l'eau distillée, a raison de 100 g de poudre 
pour 1,5 1 d’eau. La suspension est portée a |’ébullition sous 
réfrigérant ascendant pendant deux heures et demie. Aprés 
refroidissement, on centrifuge A nouveau a la « Sharples ». Les 
résidus microbiens sont séchés a l’acétone et conservés pour des 
extractions ultérieures. 

Le liquide contenant le polyoside dissous est additionné de 
terre d’infusoires et filtré sur Buchner. On obtient 6 A 7 1 d’un 
liquide jaune opalescent absolument limpide. 

C, Precipitation pu poLyosipe. — Par précipitation directe 
i l’alcool on risque d’entrainer, en méme temps que le polyoside, 
une importante quantité de phosphates. Si, comme le recom- 
mande Heidelberger [6], on dissout par litre de solution 100 g 
d’acétate de sodium, il suffit d’ajouter 1 250 ml d’alcool 
absolu pour obtenir un abondant précipité de polyoside et éviter 
d’entrainer la majeure partie des phosphates qui demeurent 
solubles. Aprés quelques minutes, on centrifuge. Le précipité est 
lavé 4 V’alcool et a l’éther, puis séché sous vide. On obtient 
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12 a 13 g d’un produit brut qui se présente sous l’aspect d’une 
poudre légérement grisatre. 


D. PuriricatTion pu Ppotyosipe. — Les protéines sont éliminées 
par la méthode de Sevag [44] et les sels par dialyse. Lorsqu’il 
est en solution diluée privée d’ions, le polyoside ne précipite 
plus 4 Valcool. Le liquide provenant de la dialyse doit étre 
concentré sous vide a 35°. On ajoute quelques gouttes d’acide 
acélique et on précipite par 3 A 4 volumes d’alcool. Le 
précipité obtenu est lavé a l’alcoo]l a 90°, a l’alcool absolu, et 
a l’éther, puis desséché sous vide a 40° jusqu’a poids constant. 
Le polyoside, parfaitement blanc, se présente sous l’aspect de 
longues fibres trés légéres, semblables a des fibres d’amiante ; 
2 g de produit brut donnent environ 1 g de cette substance 
purifiée, 


III. — Erupr CHIMIQUE DU POLYOSIDE. 


A. GénéRatitEs. — 1° Réactions colorées. — Les réactions de 
Molisch et de Bial sont positives, celles de Seliwanoff, du biuret 
et de Ja ninhydrine négatives. Le polyoside ne présente aucune 
coloration caractéristique avec l’iode. 

2° Dosages. — Le polyoside contient 7,2 p. 100 de cendres, 
5,1 p. 100 d’azote et 3,1 p. 100 de phosphore organique. Dans 
Vacide sulfurique normal, l’hydrolyse au _ bain-marie bouillant 
est terminée aprés cing heures. Le polyoside ne contient que 
60 p. 100 de sucres réducteurs exprimés en glucose, il ne pos- 
séde aucun pouvoir réducteur décelable avant hydrolyse. Pour 
tous les essais ultérieurs, les hydrolyses seront faites dans les 
conditions ainsi définies : concentration en polyoside 0,5 p. 100 
dans SO,H,n; temps d’hydrolyse, cing heures. 


B. Erupe pEs constiruants. — 1° Chromatographie sur papier. 
— Nous avons travaillé en chromatographie descendante avec du 
papier Whatmann n° 1. Les solvants sont soit le phénol saturé 
d’eau, soit le mélange n butanol-acide acélique-eau, et le révé- 
lateur le phtalate acide d’aniline qui fait apparaitre les pentoses 
en rouge, les aldohexoses et les acides uroniques en brun [43]. 

Cette méthode révéle l’existence de trois constituants osidiques : 
le glucose, le galactose et le ribose. 

2° Méthode chimique. — Le glucose est caractérisé par la for- 
mation de la phénylglucosazone (p. f. 219°) et du saccharate acide 
de potassium; le galactose par la formation d’acide mucique 
(p. f. 213°), et le ribose par la formation de la phénylribosazone 
(ou phénylarabinosazone) (p. f. 161°) et celle de la parabromo- 


phénylhydrazone (p. f. 167°). 
Les tests chimiques confirment les résultats de la chromato- 
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graphie sur papier ; le polyoside tel qu’il a été extrait contient du 
glucose, du galactose et du ribose. 


IV. — ErupEs ULTERIEURES. 


Il nous a paru étonnant de trouver du ribose dans un polyoside 
bactérien. La présence de cet ose, la forte teneur en phosphore 
et en azote du produit qui, d’ailleurs, ne donne aucune réaction 
positive avec les réactifs habituels des protéines, nous a poussé 
4 rechercher s’il ne contenait pas une fraction nucléique. 

Au spectrophotométre de Beckman, une solution au 1/35 000 
du polyoside I présente un maximum d’absorption a 260 my, carac- 
téristique des acides nucléiques. Cette expérience explique du 
méme coup la présence du phosphore, de l’azote et du ribose. 
L’important pour nous était, non pas tellement de savoir si la 
fraction nucléique correspondait a un produit pur ou dégradé, 
mais si elle était ou non lée au polyoside. 


A. FRACTIONNEMENT DU POLYOSIDE. — Nous avons réussi a frac- 
tionner le polyoside en employant l’acétate de plomb dans cer- 
taines conditions. [Le schéma ci-dessous résume les différentes 
élapes. 


4 g de polyoside dans 100 cm? d’eau 
+ 5 cm? sol. acétate de plomb a 10 p. 100 
+ acide acétique jusqu’a pH 3,9 


(centrifugation) 
| 
fraction I i 
lavée par acide acétique & 40 p. 400 liquide I 
entation 
| | 
ore, (9) Yv liquide III 
précipité I liquide II — 4 vol. alcool 
(350 mg) (centrifugation) 
| 
fraction Il : 
mise en suspension dans 100 cm® liquide IV 
d’acide acétique & 10 p. 100 (a rejeter) 
(centrifugation) 
| | 
nays 
PY liquide V 
précipité IIT neutralisation par CO3Na2, centrifugation. 
(300 mg) Précipitation du liquide surnageaut par 4 vol. alcool 
(centrifugation) 
| 
be ae sey 
précipité III liquide VI 


(200 mg) (& rejeter) 
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B. ErTupe DES DIFFERENTS PRECIPITES. — Le tableau II résume 
les résultats des différentes analyses. 


TaBLEAU II. 


N CONSTITUANTS OSIDIQUES 
FRACTIONS (par chromatographie 


sur papier) 


Produit initial Glucose, galactose, ribose. 
Précipité I Ribose. 
Précipité I Glucose, galactose, ribose. 
Précipité 111 Glucose, galactose. 


Ces analyses montrent que le précipité I correspond a la frac- 
tion nucléique pure, le précipité III au polyoside pur, le préci- 
pité IT 4 un produit trés voisin du polyoside initial. Ce précipité II, 
traité comme le produit initial, fournit trois précipités analogues 
aux précédents en proportion et composition. Il n’a pas été pos- 
sible de reprendre a nouveau la fraction intermédiaire par suite 
de la trop faible quantité de produit obtenu. 

La fraction nucléique n’est done pas, tout au moins en grande 
partie, liée au polyoside, cependant il est impossible de débar- 
rasser complétement le précipité III de ses derniéres traces de 
phosphore et d’azote par d’autres purifications semblables. 


C. ErupE RECAPITULATIVE DU POLYOSIDE PURIFIE. — Le préci- 
pité III qui représente le polyoside pur libére, aprés cing heures 
d’hydrolyse, 91 p. 100 de sucres réducteurs exprimés en glucose. 

En exprimant le pourcentage total des sucres réducteurs en 
glucose, l’erreur par rapport au pourcentage réel glucose + galac- 
tose est assez faible. Il est ainsi possible de calculer, d’aprés le 
pouvoir rotatoire de la solution d’hydrolyse, la proportion appro- 
ximative des deux constituants. 


Pour le d-glucose [a]. = + 52,5°, pour le d-galactose + 80,3°. 


La remarque précédente étant faite, l[a}. de la solution d’hydro- 


lyse est + 66°. Si x est la concentration pour 100 en glucose et y 
celle en galactose, 
52,5 «+ 80,3 y= 66 (x + y) 
d’ou 
Cale 

Le d-glucose et le d-galactose existent donc dans le polyoside 
en proportions a peu prés égales. 

La micro-analyse du produit purifié indique : 

Trouvé : C p. 100 = 41,96. Calculé pour (CgH49Os)n : C p. 100 = 44,44. 

H p. 100= 6,06. H p. 100= 6,47. 


Annales de UInstitut Pasbeur, t. 80, n® 6, 1951. 4h 
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Remarour. — Avec une souche de B. megatherium différente 
de celle qui nous servit pour ce travail, nous avons extrait up 
polyoside I qui contenait, en plus du glucose et du galactose, un 
acide uronique. Ces résultats ont été publiés en 1949 [4], en méme 
temps que paraissait une note d’auteurs anglais sur la nature des 
polyosides formés par certains bacilles aérobies [4]. Ces auteurs 
signalaient, dans le polyoside formé par B. megatherium cultivé 
en milieu complexe gélosé, l’existence du glucose identifié par la 
phénylglucosazone et d’un acide uronique caractérisé par la 
réaction au naphtorésorcinol. Les résultats des auteurs anglais et 
les notres n’ont jamais été retrouvés avec la souche utilisée ici. 


Extraction et étude chimique d’un second polyoside. 


Les bactéries traitées a l'eau bouillante contiennent encore 
environ 18,5 p. 100 du poids sec initial d’une substance sacchari- 
fiable non extractible par cette méthode (le pourcentage réel est 
plus élevé, eau bouillante extrayant d’autres substances que le 
polyoside I). 


I. — RecHERCHES PRELIMINAIRES. 


Aprés hydrolyse acide des bactéries traitées a l’eau bouillante, 
neutralisation et défécation, la solution donne naissance, avec 
lacétate de phénylhydrazine 4 chaud, a la phénylglucosazone. La 
chromatographie sur papier révéle |’existence d’une seule tache 
ayant le méme R, que le glucose. Les bactéries se colorent d’une 
maniére assez nette en brun avec le lugol, aussi avons-nous pensé 
a l’existence du glycogéne ou d’une substance voisine. 

Soucieux de ne pas trop dégrader la substance que nous vou- 
lions extraire, nous avons essayé plusieurs modalités du traitement 
alcalin 4 chaud et avons choisi le traitement 4 la potasse deux fois 
normale pendant deux heures au bain-marie bouillant, qui extrait 
50 p. 100 du polyoside restant et en dégrade 20 p. 100. 


II. — PripaRATION DU POLYosIDE II, 


A. Exrracrion ET PRECIPITATION. — ‘Les poudres provenant de 
la premiére extraction 4 l’eau bouillante sont traitées deux fois de 
la méme maniére pour enlever le polyoside I qui n’aurait pas été 
extrait des bactéries. 

Les microbes ainsi traités sont mis en suspension dans une solu- 
tion de KOH2n a raison de 100 g de poudre par litre. La suspen- 
sion est portée au bain-marie bouillant sous azote pendant deux 
heures. Aprés refroidissement et neutralisation a l’acide acétique, 
on centrifuge pour enlever les détritus microbiens et le liquide 
surnageant est additionné de 1,5 vol. d’alcool. On obtient un pré- 
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cipité gommeux qui est lavé a l’alcool et a l’éther puis séché sous 
vide. Pour 100 g de poudre au départ, on obtient environ 4 g de 
précipité. 


B. FRactionNeMent. — Ce produit est remis en suspension a 
froid dans 200 ml d’une solution a 10 p. 100 d’acétate de sodium. 
On laisse reposer une heure puis on centrifuge. Le liquide surna- 
geant est additionné de 1 vol. d’alcool, on obtient un précipité 
(précipité I) qui est séché, ainsi que le culot non dissous (préci- 
pité II), a la maniére habituelle. Si on extrait 4 nouveau les résidus 
microbiens de la méme maniére, on obtient encore environ 2 g 
de produit brut. 


III. — Evrupr cHIMIQUE DES PRECIPITES. 


A. Précrpiré I. — Il est purifié par la méthode de Sevag et par 
dialyse. On obtient ainsi un produit qui se présente sous l’aspect 
d’une poudre parfaitement blanche (1 g de_ produit brut 
donne 750 mg environ de produit purifié). 

Ce produit se dissout assez facilement dans l’eau et donne une 
solution trés opalescente qui se colore en rouge brun avec |’iode 
et dont V'fa}” = + 112° {6 = 0,25 p. 100).-Le dosage d-azote 
indique 1,7 p. 100, la recherche du phosphore est négative. Par 
hydrolyse dans SO,H,n pendant quatre heures d’une solution 
a 0,25 p. 100, on obtient 95,7 p. 100 de sucres réducteurs exprimés 
en glucose. Cet ose est caractérisé par chromatographie sur papier, 
formation de phénylglucosazone et du saccharate acide de potas- 
sium. Enfin, le pouvoir rotatoire de la solution hydrolysée, en 
admettant une concentration finale en glucose de 95,7 p. 100, 
est [a]” = + 53°. 

Tous ces caractéres permettent de conclure que ce polyoside 
est un polymére du d-glucose. Ce produit, sans doute voisin du 
glycogéne, posséde cependant un pouvoir rotatoire plus faible et 
s’apparente davantage aux dextrines. 


B. Précrpité II]. — Trés peu soluble dans l’eau a froid, le pré- 
cipité II a été purifié préalablement par lavage avec une solution 
d’acétate de sodium 4 10 p. 100 pour le débarrasser complétement 
du précipité I, puis dissolution dans une solution alcaline 4 chaud 
el précipitation a V’alcool. 

Le produit purifié est une poudre légérement jaunatre qui 
contient 3,2 p. 100 d’azote dont l'[afe = + 167°, et qui présente 
d’ailleurs tous les caractéres du glycogéne : réaction de coloration 
intense a liode, caractérisation dans la solution d’hydrolyse du 
seul d-glucose. 
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Il n’a pas été possible de savoir si ces deux substances existent 
ainsi différentes dans les corps microbiens ou si le précipité I est 
un produit de dégradation du précipité II, formé au cours de 
Yextraction alcaline. 


Etude physiologique des polyosides. 


Une étude physiologique complete ferait, a elle seule, l'objet d’un 
long travail. Nous rapporterons seulement ici des résultats utiles 
pour l’étude du rendement, et nous nous contenterons de préciser 
influence de différents facteurs sur la formation des polyosides 
et le roéle joué par ces corps ainsi que leur évolution lors du 
développement des bactéries sur le milieu S glucosé. 

La formule brute des polyosides I et II étant (C,H,,0;)n, les 
poids ne seront plus exprimés désormais en mulligrammes de 
glucose, mais en milligrammes de polyoside, et seront calculés en 
multipliant le poids de glucose par 162/180, soit 0,9. 


I. — ConpDITIONS DE FORMATION DES POLYOSIDES. 


A. INFLUENCE DE LA NATURE DU SUBSTRAT CARBONE, — Dans le 
milieu S on remplace le glucose par différents substrats carbonés, 
et le taux de polyoside est obtenu par hydrolyse acide des bac- 
téries selon la technique décrite précédemment. Le tableau III 
exprime les résultats. 

Tasieau III. 


POLYOSIDE P. 100 


SUBSTRATS - - . 
du poids sec microbien 


Glucose 2 p. 100 
Glucose 1 p. 100 


Saccharose 2 p. 400 
Maltose 2 p. 100 
Xylose 2 p. 100 
Glycérol 2 p. 100 

2-3 butanediol 1 p. 100 


Le taux de polyoside, constant avec des substrats contenant du 
glucose, est neltement plus faible avec le xylose et le glycérol, et 
pratiquement nul avec le 2-3 butanediol. Les bactéries cultivées 
sur glycérol contiennent 3,6 p. 100 d’un polyoside extractible a 
eau bouillante dont les constituants sont les mémes que ceux du 
polyoside I obtenu avec le glucose comme substrat, et 8,1 p. 100 
de glycogéne. Les bactéries cultivées sur 2-3 butanediol ne con- 
tiennent pratiquement aucun polyoside. Les extractions a l’eau 
bouillante et a la potasse & chaud donnent des résultats négatifs. 
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B. INFLUENCE DE LA NATURE DU MILIEU. — Le milieu S glucosé 
a été gélosé, puis coulé dans des boites de Roux a plat. Les bac- 
téries sont récoltées vingt-quatre heures aprés l’ensemencement, 
elles sont morphologiquement normales. Le tableau IV exprime 


fe taux de polyoside en fonction de la concentration en glucose 
du milieu. 


TaBLeau IV. 


CONCENTRATION EN GLUCOSE POLYOSIDE P. 100 


12,4 


40,2 
8,8 


Pour des concentrations plus faibles le développement est trés mauvais. 


Le pourcentage de polyoside chez les bactéries cultivées sur 
milieu solide est donc inférieur au pourcentage de celles cultivées 
en milieu liquide. La concentration du glucose intervient rapide- 
ment, alors qu’en milieu liquide, dans les mémes conditions, elle 
est sans effet. Une question de diffusion doit intervenir la, et ces 
résultats se rapprochent de ceux de Lemoigne et coll. [9] qui ont 
montré que pareil phénoméne existait avec le lipide @-hydroxybu- 
tyrique : cultivées sur un milieu trés voisin du nétre, avec une 
concentration de 3 p. 100 en glucose, les bactéries renferment 
25 p. 100 de lipide sur milieu solide et 45 p. 100 en milieu liquide. 

Nous reprendrons ultérieurement tous ces résultats lors de 
Vétude du rendement. 


II. — NATURE DES POLYOSIDES. 


Dans une note précédente publiée en collaboration avec 
M” J. Millet {2], nous avons montré que le polyoside I est de 
nature capsulaire. S’il n’est pas possible actuellement de connaitre 
le role joué par ce polyoside, on peut cependant affirmer que cette 
substance est solidement liée 4 ’organisme, car il est impossible 
de mettre en évidence |’existence de polyoside dans le milieu soit 
par extraction directe, soit par hydrolyse acide. 

Quand les bactéries décapsulées sont colorées au lugol, on dis- 
tingue a l’intérieur du protoplasme des points chromophiles. Cette 
coloration est positive avec les bactéries cultivées sur glucose ou 
glycérol, négative avec celles cultivées sur butanediol qui pren- 
nent uniformément le colorant. Il est probable que ces points 
chromophiles se forment a l’emplacement du polyoside II de type 
elycogénique. 
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Ill. — EvoLutTIon DU TAUX DES POLYOSIDES 
AU COURS DE LA CROISSANCE. 


Plusieurs occasions se présenteront, par la suite, d’étudier 
l’évolution des polyosides au cours du développement exponentiel 
des bactéries, mais aucune de suivre cette variation pendant et 
apres la phase stationnaire. C’est le scul point qui sera précis¢ 
ici. 

Le tableau V rapporte les résultats de cette évolution lorsque 
B. megatherium se développe sur le milieu S glucosé réparti dans 
des flacons d’Erlenmeyer (100 ml par flacon de 1 1, cultures 
agitées). 

TABLEAU V. 


OBSERVATIONS 


en heures 
GLUCOSE 
GLUCOSE 
consommé 
MATIERE 
POLYOSIDE 
POLYOSIDE 


Microbes normaux. 
Microbes normaux. 
Microbes normaux. 
Quelques spores internes. 
Nombreuses spores internes. 
Spores libres. 


Nota. -— Les chiffres sont exprimés en milligrammes pour 100 ml de milieu. 


La synthése des polyosides se poursuit done jusqu’a |’épuise- 
ment du glucose, puis le taux de ces produits diminue a partir de 
la phase stationnaire jusqu’aé devenir pratiquement nul lorsque la 
culture est sporulée. 

Cette expérience indique la disparition des polyosides a 1’inté- 
rieur des corps microbiens aprés l’épuisement du glucose, mais 
elle ne renseigne pas sur leur devenir : diffusent-ils dans le milieu 
en substance, sous forme de sucres réducteurs, ou bien sont-ils 
plus fortement métabolisés ? 

On ne pouvait guére songer a suivre la disparition des polyo- 
sides en faisant des analyses au cours d’une expérience semblable 
a la précédente, puisqu’il est impossible de déterminer le moment 
précis ou tout le glucose est consommé, Aussi avons-nous employé 
lartifice suivant : Je contenu de 5 flacons d’Erlenmeyer, corres- 
pondant environ 4 1 200 mg de matiére séche, est centrifugé sté- 
rilement, puis les microbes sont remis en suspension dans 250 ml 
de milieu S non glucosé stérile dans un flacon d’Erlenmeyer 
de 3 1 qu’on fixe aussit6t sur lagitateur a l’étuve. Les bactéries 
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sont ainsi placées dans des conditions voisines de celles ot elles 
se trouvent en fin de culture lorsque le glucose joue le réle de 
facteur limitant. En prélevant toutes les heures des parties ali- 
quotes, on dose, dans le culot microbien, le polyoside total restant, 
dans le liquide le polyoside qui aurait pu diffuser et les sucres 
réducteurs. En ramenant le poids sec au départ a 100 mg, on 
obtient les résultats suivants : 


Tasieau YI. 


SUCRES POLYOSIDE POLYOSIDE 
TEMPS MATIERE réducieurs — 
e 


en heures séche dans dans Ap la matiére 
le liquide le liquide les microbes 


Les microbes ne varient guére morphologiquement jusqu’a la 
troisiéme heure; a la cinquiéme apparaissent quelques spores 
internes, plus nombreuses 4 la sixiéme. A la vingt-deuxiéme le 
milieu contient presque uniquement des spores libres. La quantité 
totale de polyoside décroit réguliérement. Comme il n’apparait 
dans le milieu ni sucres réducteurs, ni polyoside, c’est que les 
constituants glucidiques sont fortement métabolisés. 

Si l’on essaie de cultiver B. megatherium sur le milieu S en lui 
fournissant comme substrat carboné soit le polyoside capsulaire, 
soit l'une ou l’autre fraction du polyoside II, on observe un déve- 
loppement nul avec le polyoside capsulaire, et une trés bonne 
culture avec le polyoside II. Le polyoside capsulaire ne pouvant 
servir d’aliment, il est difficile de savoir 4 quol correspond sa 
métabolisation en fin de culture. Le glycogéne, en revanche, peut 
étre considéré comme une réserve conservée intacte tant qu’il reste 
du glucose dans le milieu, mais utilisée pendant et aprés la phase 
stationnaire, alors que les microbes se trouvent dans les condi- 
tions de vie végétative précédant la sporulation. 


Résumé. 


Nous avons extrait, des bactéries cultivées en présence de glu- 
cose, deux types de polyosides : ]’un extractible a l’eau bouil- 
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lante, de nature capsulaire, formé de glucose et de galactose et 
dont le taux représente 6,7 p. 100 du poids sec microbien, l’autre 
extractible en solution alcaline A chaud, de type glycogénique et 
dont le taux représente 12,3 p. 100 du poids sec. De nombreux 
facteurs influent sur le métabolisme des polyosides : en particulier 
la nature de laliment carboné, la nature du substrat, le stade et 
les conditions de développement. 

La connaissance de la nature et du taux des principaux consti- 
tuants de la cellule, en moyenne 20 p. 100 de_ glucides 
(C,H,,0;) n, 30 p. 100 de lipides (C,H,O,) n, 50 p. 100 de 
protides et de cendres, et les résultats généraux relatifs a la phy- 
siologie des polyosides et du lipide, permettent maintenant d’étu- 
dier le rendement matériel de croissance. C’est ce qui fera l'objet 
de prochaines notes. 
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ELIMINATION DES GERMES BANAUX 
DANS LES CRACHATS DESTINES 
A LA CULTURE DU BACILLE DE KOCH. 
APPLICATIONS ET PERFECTIONNEMENTS 


par F. TISON (7). 


(Sanatorium de Praz-Coutant.) 


La culture du bacille de Koch a partir de produits non surinfectés 
(liquides  pleuraux, liquides céphalo-rachidiens, etc.), rejoint 
presque en sensibilité le procédé d’inoculation au cobaye [4]. 

Dans les crachats, il n’a pas encore été mis au point un procédé 
d’élimination des germes banaux qui n’altére pas la végétabilité 
des bacilles tuberculeux. L’inoculation des produits non modifiés 
conserve alors un intérét majeur [2]. 

La variété des moyens de purification proposés démontre bien 
qu'il n’en est pas de parfait. Ch. Gernez-Rieux, A. Sevin et 
C. Chenet [8], dans une revue trés complete, posent trés judicieu- 
sement le probléme et préconisent un essai comparatif prolongé 
sur des cultures nombreuses. C’est évidemment la le seul moyen 
stir de choisir le moins mauvais de ces procédés. 

De nombreux auteurs ont exposé des techniques personnelles. 
Nous avons déjé montré clairement que l’acide sulfurique était 
a rejeter [4]. La pénicilline, qui peut étre précieuse [5], n’est pas 
sans action sur le bacille de Koch en présence de Tween 80 [8]. 

Restait 4 comparer les méthodes de Goldie [6] avec le carbo- 
nate d’ammonium, de Mac Nabb [7] avec l’acide chlorhydrique a 
3 p. 100, de Corper et Stoner [8] avec le phosphate trisodique a 
10 p. 100 et de Corper et Myei [9] avec l’acide oxalique a 5 p. 100 
et enfin une méthode personnelle inspirée de celle de Pétroff avec 
la soude a 4 p. 100 [40]. 

Une comparaison faite par Van Vranken [44] et portant sur un 
milieu de culture a été défavorable a l’acide oxalique par rapport 
au phosphate. Par ailleurs, Corper, en 1946, présente une 
méthode différente de celle proposée par lui en 1930 avec l’acide 
oxalique. 

Avant de commencer une comparaison statistique de longue 


(*) Société frangaise de Microbiologie, séance du 1% mars 1951. 
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haleine, nous avons voulu analyser les différents facteurs qui 
interviennent dans ces divers procédés. 


1° EruDE DE L’ELIMINATION DES GERMES BANAUX. — L’expérience 
porte sur 8 crachats : A, B, C, respectivement purulent, muco- 
purulent et muqueux. Ils ont été laissés quarante-huit heures 4 22° 
selon les conditions moyennes d’expédition qui permettent la 
prolifération microbienne. J 

Cing méthodes de purification ont été essayées pour chaque 
crachat : 

1° Addition de 3 volumes de soude a 4 p. 100. 

2° Addition de 6 volumes de phosphate trisodique a 5 p. 100. 

3° Addition de 3 volumes d’acide oxalique 4 5 p. 100. 

4° Addition de 3 volumes d’acide chlorhydrique a4 3 p. 100. 

5° Addition de 10 volumes de carbonate d’ammonium Aa 2,5 
pour 100. 

Ces 15 préparations ont été mélangées soigneusement en vase 
stérile. Des prélévements ont alors été faits et aprés lavage-décan- 
tation ensemencés sur gélose nutritive (tous tubes semblables 
de la méme série de fabrication). Ces prélévements ont été faits 
aprés zéro heure (témoin), dix minutes, vingt minutes, trente 
minutes, une heure, deux heures, trois heures, quatre heures, 
six heures, douze heures. Le nombre des colonies a été noté aprés 
trois jours d’étuve pour chacune des 150 cultures ainsi obtenues. 

Le tableau I montre bien la rapidité plus ou moins grande de 
Vélimination des germes banaux. La surface en noir représente 
intensité de la culture. 


Tasteau 1. — Survie des germes banaux a 22° C. 


FLUIDIFICATION 
BONNE APRES 
20m. 


2 
PHOSPHATE FLUIDIFICATION 
TRISODIQUE DEMANDANT PLUS 
10% 6vol B'UNE HEVRE 


y eee 
OE 
SKaet Que | FLUIDIFICATION 
5% vol NuLte 
: | a eee 


4 
ACIOE : a 
LWonnyaRicuk hea | 1CATI 
° 
3% 3vo/ 


CARBONATE 
DAMMONIUM 


2,5 % /Ovol. a es 


i 
FLUIDIFICATION i 
APRES S&S HEURES 


SE SS DE CR RSS Gams SS SD sy 


La qualité de la fluidification du produit a été également notée 
car ’homogénéisation a une grande importance. 
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Le carbonate d’ammonium donne une fluidification médiocre et 
une mauvaise élimination des germes banaux aprés vingt-quatre 
heures. 

L’acide oxalique donne une fluidification nulle, ce qui ralentit la 
purification des produits purulents. 

La soude, le phosphate, l’acide chlorhydrique permettent une 
purification rapide, mais l’acide ne donne pas de fluidification. Ces 
trois produits ont cependant été retenus pour la suite de l’expéri- 
mentation. 


2° ETrupDE DE LA SURVIE DU BACILLE DE Kocu. — Comme Gernez- 
Rieux le fait remarquer, un essai sur des produits paucibacillaires 
est seul valable. Cela est difficile au point de vue technique. 

Nous avons voulu avoir une notion comparative en partant d’une 
émulsion de bacilles de Koch, en culture, 4 leur premier passage. 
Une suspension bien homogéne a été obtenue a partir de 3 souches 
humaines. mélangées. 

Aprés partage, chaque tiers a été additionné, comme plus haut, 
de : 

1° 3 volumes de soude a 4 p. 100; 

2° 6 volumes de phosphate a 10 p. 100; 

3° 3 volumes d’acide chlorhydrique a 3 p. 100. 

Des prélévements ont été faits 4 certains intervalles et ont été 
lavés par centrifugation puis émulsionnés dans une solution 
tampon et enfin ensemencés sur trois tubes de Lowenstein-Jensen 
(tous tubes semblables de la méme série de fabrication). 

Des ensemencements ont été ainsi faits aprés un contact de 
zéro heure (témoin), deux, six, douze, vingt-quatre, quarante- 
huit et soixante-douze heures 4 22° C. 

Le tableau II, établi selon le méme principe que le précédent, 
montre bien la durée de survie du bacille. 


Tasieau Il. — Survie du bacille de Koch a 22° C. 


PHOSPHATE 
Aa 10% 6 vo/. 


Il est A noter qu’entre le témoin et deux heures, la chute est 
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semblable pour les trois méthodes. I] semble qu’il y ait environ 
un tiers de bacilles sensibles et mal protégés (bacilles jeunes 
peut-étre 2). 

Le parallélisme entre les trois cultures pour chaque essai est 
satisfaisant pour l’esprit. 

Il est possible de faire un rapport entre le temps nécessaire 
pour éliminer les germes banaux et le temps limite de survie des 
bacilles tuberculeux. On obtient ainsi un coefficient assez 
éloquent 

1° Pour la soude a 4 p. 100, épuration dix minutes ; survie du 
B. K., douze heures, soit coefficient 72 ; 

2° Pour le phosphate a 10 p. 100, épuration deux heures ; survie 
du B. K., quarante-huit heures, soit coefficient 24 ; 

3° Pour HCl a 8 p. 100, épuration vingt minutes ; survie du 
B. K., douze heures, soit coefficient 72 ; 

Le coefficient de sécurité est aussi important pour 3 que 


pour 1. Mais la qualité de fluidification fait nettement préférer 
la soude. 


3° METHODE pRoposEE. — Fluidification en mélangeant (au 
mortier si nécessaire) 2 cm* de crachats environ avec 6 cm* de 
soude a 4 p. 100. 

Verser dans un tube a centrifuger stérile, couvert de 75 cm’ 
au moins. On évitera ainsi par Ja suile toute souillure par les 
particules non touchées par la soude qui pourraient subsister sur 
les parois du mortier. 

Laisser, selon purulence et fraicheur, vingt 4 trente minutes a 
létuve a 37°. Ce laps de temps est toujours suffisant si on prend 
la précaution d’agiter de temps a autre. 

Ajouter alors 50 cm® de solution stérile contenant 4,5 cm? 
d’acide sulfurique par litre. 

Centrifuger trois quarts d’heure a une heure a 3 000 tours pour 


obtenir un culot presque sec. L’émulsionner avec 3 cm’ de solu- 
tion tampon. 


Soles 


Bhosphate mono potasslc crane mmm mane 
Phosphate bipotassique 
Glycérine 
Eau distillée 


Répartir sur six tubes de Léwenstein-Jensen fraichement pré- 
parés [40]. 


4° Resutrars. — Dans un but diagnostique, 7 139 cultures ont 
été pratiquées selon ces principes, au laboratoire central des 
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Villages Sanatoriums, a partir de crachats recueillis directement 
ou par tubages gastriques. 

6 478 tubes ont été ensemencés. Il s’agit de tubes de milieu de 
Léwenstein-Jensen fraichement préparés au laboratoire. 

76 tubes ont été souillés par une flore indésirable, souillure 
qui n’a eu de conséquence que pour 4 cultures dont tous les 
tubes étaient souillés. Dans les autres cas, 1 tube sur 6 était 
contaminé et la lecture restait sur les 5 autres. 

558 cultures ont été positives. 


5° ConcLusions. — Ces résultats sont encourageants. 

I] n’en reste pas moins vrai que la culture du bacille de Koch 
reste susceptible de subir de gros perfectionnements dans le but 
de lui faire rejoindre, en sensibilité, inoculation au cobaye. Les 
suggestions de Gernez-Rieux, Sevin et Chenet seront, a ce point 
de vue, trés fructueuses. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 5 Avril 1951. 


Présidence de M. GASTINEL 


PRESENTATION D’OUVRAGES 


M. Lépine : J’ai l’honneur d’offrir 4 notre Société, au nom du Pro- 
fesseur Pasteur Vallery-Radot, 4 volumes ot: celui-ci a patiemment 
réuni et annoté la correspondance de Pasteur (*). 

L’intérét de cette publication attendue depuis longtemps n’échap- 
pera a personne : aussi bien du point de vue de l’histoire que de celui 
de la science, la lecture de cette correspondance est d’un passionnant 
intérét. Elle s’échelonne, en effet, sur toute la vie du fondateur de la 
Microbiologie. 

Le premier volume réunit les lettres de jeunesse, nous montre 
Pasteur d’abord éléve au Collége de Besancon puis étudiant a 1’Ecole 
Normale, ensuite agrégé-préparateur dans le laboratoire de Balard, et 
enfin professeur 4 la Faculté de Strasbourg. Nous y retrouvons les 
enthousiasmes du lycéen, nous y voyons poindre la vocation, scienti- 
fique de Pasteur et nous partageons avec lui l’ardeur fébrile des pre- 
miers travaux qui culmine avec la découverte des relations entre la 
forme cristalline, la composition chimique et la polarisation rotatoire. 

Le second volume est celui de 1’étape décisive du passage de Pasteur 
des études de cristallographie pure a celles des fermentations. C’est 
Ja correspondance de Pasteur, administrateur puis directeur de labo- 
ratoire a l’Ecole Normale, qui forme l’essentiel du volume : lettres aux 
premiers éléves, comme Raulin, aux maitres comme Jean-Baptiste 
Dumas ou aux collégues comme Sainte-Claire-Deville, lettres aussi aux 
puissants du jour, comme le Maréchal Vaillant ou 1’Empereur, dont 
Vappui est indispensable 4 Pasteur pour obtenir les crédits nécessaires 
a la poursuite des recherches. A travers toutes ces lettres, si variées de 
ton, nous voyons l’ceuvre de Pasteur prendre son ampleur définitive. 

Les troisiéme et quatriéme volumes correspondent A l’étape des 
maladies virulentes, depuis les virus-vaccins du choléra des poules et 
du charbon, jusqu’é la vaccination contre la rage. Avec eux, c’est 


(*) Pasteur, Correspondance, réunie et annotée par Pasteur Vallery- 
Radot. Flammarion, éditeur, 26, rue Racine, Paris-6e, 1951. 
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toute la fresque de la naissance et du développement de la microbio- 
logie qui défile. Chaque lettre, ou presque, compléte ou éclaire de la 
fagon la plus intéressante la monumentale série de mémoires et de 
travaux que la publication antérieure des UEuvres de Pasteur, véritable 
pierre angulaire de la microbiologie, a cendus accessibles A tous. 

Les derniéres lettres sont celles du Directeur de l'Institut Pasteur, 
du savant au faite de la gloire, du Maitre qui transmet le flambeau 
& ses disciples, du grand-pére aussi. Car, et ce n’est pas 1A l’un des 
moindres charmes de cette correspondance, tout au long de la vie de 
Pasteur on retrouve, étroitement associé A ses soucis quotidiens, & ses 
problémes scientifiques, l’amour de la famille et du foyer : lettres 4 
son pére et a ses sceurs, plus tard lettres 4 M™° Pasteur, a ses enfants, 
enfin a4 ses petits-enfants, qui nous apportent le témoignage intime de 
Vhomme et la résonance affective des événements dans sa vie. A cet 
égard, la correspondance de Pasteur est un document profondément 
humain en méme temps qu’elle nous apporte des renseignements de 
premier ordre sur l’évolution de la pensée scientifique de Pasteur ; 
les lettres 4 Chappuis, contemporaines des premiéres découvertes et 
de ]’épanouissement du génie, sont, de ce point de vue, un document 
incomparable. 

On retrouve dans toutes les lettres cette logique de la pensée, cette 
clarté de l’expression et cette précision du terme qui sont caractéris- 
tiques de tous les écrits de Pasteur. On y découvre parfois des notes 
primesautiéres, des jugements inattendus, des élans de tendresse qui 
animent d’une vie intérieure cette correspondance et en rendent la 
lecture si attachante. Je suis certain que tous ceux qui, parmi nous, 
ont le culte du fondateur de la Microbiologie prendront, a la lecture 
de ces volumes, un plaisir et un intérét aussi grands que ceux que 
jy ai trouvés moi-méme. 

Impeccablement présentée, accompagnée de trés nombreuses notes 
ainsi que de références chronologiques et d’addenda, la publication 
de la correspondance de Pasteur, document unique en son genre, est 
un événement bibliophilique et revét une véritable valeur bibliogra- 
phique. 


M. Lépine : J’ai l’*honneur de présenter, au nom de notre collégue 
Albert Delaunay, ce petit opuscule qu’il vient d’écrire dans la Collec- 
tion « Que sais-je » sur Pasteur et la Microbiologie (*). 

L’auteur a cherché a faire ceuvra d’historien plutét que de micro- 
biologiste en retragant, dans une premiére partie, l’ceuvre de Pasteur 
qui sert d’introduction 4 une deuxiéme partie traitant des étapes de 
la bactériologie A partir des découvertes pasteuriennes. Ce mode de 
présentation lui permet de décrire, chemin faisant, les étapes des 
grandes découvertes ou de retracer la vie des grands disciples comme 
Metchnikoff et Roux, pour arriver aux travaux les plus, récents et 
exposer, de facon concise mais claire, les problémes actuels de la pré- 
vention et du traitement des maladies infectieuses, de 1’anaphylaxie 
et l’allergie comme les mécanismes de ]’immunité ou |’état de la ques- 


(*) Albert Detaunay, Pasteur et la Microbiologie, Presses Universitaires 
de France, 108, boulevard Saint-Germain, Paris, 1951. 


666 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


tion des virus. D’une lecture facile, ce livre apporte, dans l’esprit de 
V’excellente collection ow il a été publié, un trés bon apercu scienti- 
fique de l’ceuvre pasteurienne et ses incidences dans la microbiologie 
moderne. Sa lecture instruira agréablement les profanes, intéressera 
méme les spécialistes et servira utilement la cause de la microbiologie. 


COMMUNICATIONS 


ACTION DE LA TERRAMYCINE SUR LE VIRUS RABIQUE 
LA MALADIE DE NEWCASTLE ET LA VARIOLE AVIAIRE 


par P. LEPINE, V. PAVILANIS et P. ATANASIU. 


(Institut de Microbiologie et d’Hygiéne de l'Université de Montréal (*) 
et Institut Pasteur, Paris.) 


Azevedo et Macedo [41] ont récemment rapporté avoir obtenu dans 
le traitement de la rage expérimentale par la terramycine des résul- 
tats qui, s’ils étaient confirmés, seraient du plus haut intérét. Aprés 
Vinoculation au lapin d’une suspension de virus rabique additionné 
de terramycine dans la proportion de 0,005 g¢ par millilitre, les 
animaux survivent tous, tandis que les témoins succombent tous. 
Lorsque l’antibiotique est administré aprés l’infection et que le trai- 
tement est continué pendant plusieurs jours, on obtient une survie 
prolongée des animaux (quarante-six jours au moins) et, dans la majo- 
rité des cas, la guérison, Si la terramycine est administrée aprés l’appa- 
rition des premiers symptémes de rage, on observe encore une prolon- 
gation de la durée de la maladie de cing jours par rapport aux témoins, 
mais les animaux finissent néanmoins par succomber. 

D’autre part, Quilligan, Francis, Rowe et coll. [2] ayant essayé la 
terramycine sur les virus de la grippe, l’herpés et la rage, n’ont 
observé qu’un retard de la multiplication des deux premiers de ces 
virus, mais pas d’action dans Je cas du virus rabique, ce que confir- 
ment de leur cété Levaditi, Vaisman et coll. [3]. 

Devant cette contradiction, il était intéressant de rechercher systé- 
matiquement le degré d’efficacité de la terramycine dans la rage expé- 
rimentale. 

1° Action « in vitro ». — Une émulsion de virus de rage fixe (cerveau 
de lapin paralysé) est diluée 4 1/50 avec une solution de terramycine 
a 4 mg par millilitre. Cette solution posséde un pH qui se situe entre 4 
et 5. Une suspension témoin est préparée au méme taux de virus et 
ajustée 4 pH 4. Chacun des mélanges est immédiatement inoculé 4 


(*) Recherches exécutées avec une subvention des Ministéres de la 
Santé de la Province de Québec et du Gouvernement fédéral du Canada. 
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100 souris. Au vingtiéme jour de l’observation, les résultats sont les 
suivants : 


DECES SURVIE 

p- 100 p- 100 
Virus rabique + terramycine. ......... 40 60 
Témoins (virus rabique &@ pH 4)......... 45 55 


La différence entre les deux groupes est trés faible et donne & penser 
que c’est l’acidité de la terramycine qui est responsable de l’action 
in vitro. Effectivement, il suffit de relever le pH de la terramycine 
a 5,8 pour voir disparaitre 4 peu pres complétement son action viru- 
licide in vitro. Celle-ci parait donc dépourvue de toute spécificité. 
D’autre part, si l’on attend plus de dix minutes pour faire les inocu- 
lations avec le mélange témoin (virus rabique a pH 4), la destruction 
du virus est compléte, le nombre des survies atteint 100 p. 100 dans le 
groupe témoin. 


2° Action « in vivo ». — On inocule 300 souris par voie intracérébrale 
avec du virus fixe dilué 4 1/50. 100 souris non traitées servent de 
témoins ; les 200 souris restantes recoivent du deuxiéme au onziéme 
jour 2 mg de terramycine par jour (voie parentérale, 22 mg au total 
par souris). On observe d’abord que chez les souris traitées par la 
terramycine, la mortalité par rage apparait plus précocement que chez 
les souris témoins : il s’agit 1a d’un effet d& a l’action additive de la 
toxicité propre du médicament sur l’infection rabique. Le douziéme 
jour, lorsqu’on cesse le traitement, le nombre des morts est exacte- 
ment de 50 p. 100 chez les souris traitées et chez les souris témoins, 
mais 4 partir de ce moment, il apparait une légére différence en faveur 
de la terramycine, de sorte qu’au vingtiéme jour les résultats sont 
les suivants : 


DECES SURVIVANTES 
2) SOURIS WHINE B06 6 6 45 Go 484 19 (8,5 p. 400) 
‘AND OURS INOS 4 5 oo Bo a 0 8 Ol 4 (4 p. 100) 


La encore les différences sont faibles et ne dépassent pas sensible- 
ment l’erreur due au hasard. Si l’on augmente les doses de virus 
rabique inoculées, de facon a atteindre une mortalité de 100 p. 100 
chez les témoins, on n’observe plus aucune survie dans les groupes 
traités. 

Cependant, nos essais font ressortir, dams ce dernier cas, chez les 
souris traitées, un allongement a partir du dixiéme jour de la durée 
d’incubation de la maladie par rapport a celle des témoins, de sorte 
que le maximum des décés se place entre le onziéme et le douziéme 
jour chez les souris traitées au lieu du huitiéme ou neuviéme jour 
chez les témoins. 

Nous avons répété l’expérience en traitant des souris préalablement 
inoculées de rage fixe par la voie intramusculaire (virus fixe, souche 
Paris entrainée sur souris par cette voie et atteignant une virulence 
de 10—%). Dans le groupe des souris traitées par voie orale (terra- 
mycine : 2,5 mg par jour) aprés infection intramusculaire par le virus 
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rabique, la durée de survie moyenne des souris a été, dans une expé- 
rience, de 9,4 jours, dans une deuxiéme série de 11,5 jours (10 souris 
par groupe), tandis que chez les souris traitées par voie intrapéri- 
tonéale, la survie a été de 8,8 jours et chez les témoins de huit jours. 
I! semble donc bien que la terramycine administrée par voie orale 
entraine chez la souris un léger allongement de l’incubation de la 
rage de cet animal ; mais dans aucun cas, et quelles que soient les 
doses, nous n’avons obtenu la survie des animaux traités. 

Dans d’autres expériences, nous avons recherché l’action thérapeu- 
tique de la terramycine sur le virus de Newcastle et sur la variole aviaire 
en nous servant de l’ceuf incubé infecté par la voie allantoique pour 
le premier virus et par la voie chorioallantoide pour le second. Nous 
nous dispensons de rapporter les résultats détaillés de ces expériences 
qui ont été complétement négatives. 

Conclusion. — La terramycine exerce une action destructive sur le 
virus rabique in vitro, mais cette action doit étre attribuée uniquement 
au pH de la terramycine et non 4 une action spécifique. 

Si le virus témoin est placé au méme pH que la terramycine, les 
résultats obtenus sont les mémes. Si le pH de la terramycine est relevé, 
Vaction virulicide disparait complétement. 

In vivo, l’action curative de la terramycine observée sur des lots de 
souris allant jusqu’& 200 individus s’est montrée trés faible, voire 
nulle. Elle ne dépasse pas la dispersion statistique des résultats. On 
observe, par contre, avec la terramycine administrée par voie orale un 
allongement relatif, net mais faible, de la période d’incubation de la 
rage chez la souris semblant indiquer que le traitement par la terra- 
mycine freine dans une certaine mesure la multiplication du virus 
chez l’animal infecté, sans toutefois empécher la maladie d’éclater, ni 
assurer la survie des animaux traités. 

Ces résultats ne paraissent pas de nature aA justifier les espoirs que 
lon a pu fonder sur une thérapeutique préventive ou curative de la 
rage par la terramycine. 

Contre la maladie de Newcastle et la variole aviaire, la terramycine 
s’est montrée sans action. 


BIBLIOGRAPHIE 


{4} M. P. Azrveno et J. J. pe Maceno. Revista Paulista de Medicina, 1950, 
37, 469 et communication au Ve Congrés international de Micro- 
biologie, Rio de Janeiro, aodt 1950. 

[2] Quritiican, FRancts, Rowe et coll. N. Y. Acad. Sci., 1950, 53, 407-411. 

[3] C. Levapitt, A. Vaisman, J. Henry Eveno et J. Vemer. Produits phar- 
maceutiques, 1950, 5, 465-471. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 669 


ESSAIS D’'EXTRACTION DU VIRUS 
DE LA MOSAIQUE DU DAHLIA (MARMOR DAHLIAE HOLMES) 
ET EXAMEN AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 
DES PRODUITS OBTENUS 


par P. LEPINE, M"* 0. CROISSANT, P. CORNUET et CL. MARTIN. 


(Unstitut national de la Recherche agronomique, 
Station centrale de Pathologie végétale 
et Institut Pasteur, Service des Virus.) 


Deux d’entre nous ont publié antérieurement, en collaboration avec 
P. Limasset [1], une premiére note relative a l’obtention d’un immun- 
sérum actif sur le virus de la Mosaique du Dahlia. La méthode d’extrac- 
tion et de purification des substances antigéniques 4 partir des organes 
infectés du Dahlia a été décrite 4 cette occasion. 

Les travaux ayant été poursuivis dans cette voie, d’avantageuses 
modifications ont pu étre apportées a cette méthode. En effet, les 
plantes, développées en plein air et présentant un développement végé- 
tatif puissant, qui avaient été utilisées dans nos premiers essais, renfer- 
maient, en proportion importante, des substances manifestant les 
propriétés des tanins. I] avait donc été nécessaire d’inhiber 1’action 
dénaturante que ces produits exercent sur les virus. Pour y parvenir, 
le broyage était effectué au sein d’une solution de sulfate de nicotine 
4 10 p. 100 de facon & précipiter les tanins (*). De plus, des substances 
inhibitrices d’oxydases étaient utilisées, car c’est essentiellement sous 
leur forme oxydée que les tanins se comportent comme agents préci- 
pitants des protéines. Une méthode trés simple de relargage au sulfate 
d’ammonium nous avait ensuite permis d’isoler une substance qui, 
injectée au lapin, nous mit 4 méme d’obtenir pour la premiére fois 
un immunsérum spécifique du virus de Ja Mosaique du Dahlia. I] nous 
paraissait probable que cette substance, purifiée d’une facon partielle, 
mais déjé pauvre en substances antigéniques normales, était consti- 
tuée par le virus lui-méme. 

Des photographies au microscope électronique ont été réalisées alors, 
d’une part & l’aide de ce matériel et, d’autre part, avec des extraits de 
plantes saines traitées de la méme facon. 

Le produit d’extraction du jus purifié a été dilué 4 1:5, étalé sur 
membrane de collodion et ombré par évaporation oblique de palladium. 
Examiné au microscope électronique (appareil R.C. A. type E. M. U.), 
on constate la présence de trés nombreuses particules réguliérement 
sphériques et monodispersées ayant un diamétre de 20 4 25 my (fig. 1) 
couvrant toute la préparation. 


(*) La technique ne réussissant dans de bonnes conditions qu’avec des 
variétés totalement dépourvues de pigments. 
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Dans le jus témoin provenant de plantes saines, extrait de la méme 
facon et examiné de la méme maniére, on ne rencontre qu’un matériel 
amorphe, polydispersé, et de trés rares particules ayant approxima- 
tivement la taille de celles rencontrées dans les plantes malades. 

Ayant poursuivi nos travaux relatifs 4 l’extraction et a la purification 
du virus, nous avons constaté qu’en utilisant de jeunes rameaux déve- 
loppés sur les tubercules en serre pendant la période d’hiver, l’usage 
de V’alcaloide ne s’avérait plus nécessaire au cours de l’extraction. Le 


Fic. 1. — Jus purifié de plantes infectées du virus de la Mosaique du Dahlia : 
Métallisation au palladium. Gr. 36.000. (Microscope R.C.A. de l'Institut 
d'Hygiéne et de Microbiologie de l'Université de Montréal. Service des Virus). 


cyanure de potassium, agissant comme inhibiteur d’oxydases, suffisait 
alors a stabiliser |’antigéne. Ceci est vraisemblablement di Aa une 
richesse plus faible de ces jeunes organes en tanins que le blocage des 
oxydations provoqué par le cyanure suffit & maintenir a l'état réduit. 

D’autre part, P. Brierley et F. F. Smith [2] ayant pu déterminer la 
température d’inactivation du virus (85° 4 90°) dans les extraits d’une 
espece hospitali¢re mouvellement découverte (Verbesina encelioides 
[Cay.] B et H), nous avons eu lidée de mettre a profit son exception- 
nelle thermostabilité pour éliminer par chauffage une proportion 
importante des protéines normales contenues dans les jus. 

La nouvelle technique d’extraction et de purification partielle nous 
ayant servi a Vobtention de nouveaux immunsérums peut donc se 
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résumer comme suit : on préléve de jeunes rameaux de Dahlias, au 
stade de développement ot l’on détache habituellement les boutures 
destinées 4 multiplier la plante ; ces rameaux peuvent étre choisis au 
sein d’une variété quelconque ; il suffit qu’ils présentent des symp- 
tomes de vein clearing accentués. On les broie alors dans un broyeur 
a hélice en présence d’une solution de bisulfite de sodium A 5 p. 100 
et de cyanure de potassium 4 0,1 p. 1000. La quantité de solution doit 
étre approximativement égale 4 celle du jus extractible. Le liquide 
obtenu aprés broyage est passé sur une étamine puis chauffé au bain- 
marie. Dés que la température de 60° est atteinte, on refroidit et l’on 
centrifuge 4 5000 tours pour éliminer le précipité formé contenant 
les chloroplastes et des protéines dénaturées. Le liquide surnageant 
doit étre parfaitement incolore et limpide, toute coloration brunatre 
indiquant une réaction d’oxydation irrémédiable. On refroidit alors le 
liquide 4 + 8° et l’on procéde a un relargage A sulfate d’ammonium 
(800 g par litre). Le précipité est rassemblé au bout d’une heure par 
centrifugation 4 5000 t/m. Aprés avoir éliminé le liquide surnageant, 
on reprend ce précipité dans un faible volume d’eau. La partie inso- 
luble est éliminée par centrifugation. Ce liquide, injecté au lapin, 
fournit de bons immunsérums présentant une forte réaction antivirus 
el réagissant trés peu avec les protéines normales du Dahlia. 

La microséroréaction sur lame est immédiate en présence d’un extrait 
partiellement purifié et nécessite une incubation de quinze minutes 
avec un jus brut extrait d’une feuille de plante infectée. Pour le 
diagnostic pratique, on a intérét a extraire les jus d’organes présumés 
infectés, par broyage en présence de solution nicotinée réductrice. 

Les jus de plantes malades, soumis au chauffage préalable a 60°, 
réagissent aussi fortement que les témoins non chauffés, bien qu’une 
partie importante des protéines soit éliminée. De plus, un lapin 
inoculé avec un jus extrait comme il a été indiqué plus haut, mais 
non purifié, a fourni un immunsérum présentant une forte réaction 
antiprotéine normale et une faible réaction antivirus. 

L’ensemble des faits relatés montre que les tissus infectés renferment 
une substance antigénique spécifique qu’il est possible de débarrasser 
de la majeure partie des protéines normales par chauffage des jus 
suivi de relargage au sulfate d’ammonium. Restait 4 montrer que 
cette substance antigénique représente le virus lui-méme. A cet effet, 
nous avons inoculé 10 jeunes Dahlias issus de semis avec des jus puri- 
fiés. L’inoculation était réalisée par friction sur une feuille préala- 
blement saupoudrée de carborundum. Quatre semaines plus tard, les 
symptémes typiques de la maladie apparaissaient sur les 10 plantes. 
De plus, les jus extraits de ces plantes réagissaient alors fortement en 
présence de l’immunsérum obtenu a partir de la préparation qui avait 
servi A les inoculer. Par conséquent, en méme temps que l’on purifie 
et que l’on concentre l’antigéne spécifique, on concentre également le 
virus. Celui-ci, qui n’est pas inoculable mécaniquement a partir d’un 
jus brut, le devient si l’on utilise une préparation purifiée. L’identité 
de l’antigéne spécifique et du virus parait donc hautement probable. 

Nos essais démontrent, en outre, que l’échec des transmissions méca- 
niques du virus observé jusqu’d présent de Dahlia a Dahlia est essen- 
ticllement dd a la présence, dans les jus, d’agents dénaturants libérés, 
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au cours du broyage, en méme temps que le virus. P. Brierley et 
F, F. Smith [2] ont d’ailleurs montré trés récemment qu’un trés faible 
pourcentage de transmissions mécaniques peut étre obtenu de Dahlia 
\ Dahlia et qu’un haut pourcentage de transmissions est possible sur 
Zinnia elegans et Verbesina encelioides, ce qui, estimons-nous, est 
yraisemblablement en rapport avec l’absence d’inhibiteurs chez ces 
plantes et peut-@tre aussi avec une teneur en virus plus élevée. Ces 
hdtes nouvellement découverts par les chercheurs américains consti- 
tueront, nous semble-t-il, un matériel de choix beaucoup plus favo- 
rable que le Dahlia 4 1’étude approfondie du virus et 4 la fabrication 
des sérums. 
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ETUDE DE L’AMYLOLYSE BACTERIENNE DANS LE SOL 
PAR LA METHODE 
DE LA COLONNE DE TERRE AMIDONNEE 


par A.-R. PREVOT et J. POCHON. 


(Unstitut Pasteur, Services des Anaérobies et de Microbiologie du sol.) 


Nous ne possédions pas de technique satisfaisante pour étudier la 
fonction amylolytique microbienne dans le sol. Il était cependant néces- 
saire de pouvoir, d’une part, apprécier dans un sol donné la densité 
des amylolytiques, leur répartition en familles, genres et espéces et 
les associations de ceux-ci avec les autres bactéries ; d’autre part, 
dégager les lois déterminant cette fonction naturelle : influence de la 
température, du pH, du rH, du tassement, du degré hygrométrique 
et d’autres facteurs. 

Aussi avons-nous essayé de mettre au point une technique permet- 
tant a la fois le recensement des bactéries amylolytiques d’un sol et 
V’expérimentation concernant la fonction amylolytique tellurique. Nous 
nous sommes inspirés, pour cela, de la technique de la colonne de 
terre munie d’une bande de papier permettant l’étude de la fonction 
cellulolytique du sol, technique mise au point par Pochon et Tchan [4]. 
Il nous a suffi de substituer, 4 la bande de papier interposée entre la 
terre et le récipient cylindrique, une bande d’amidon de largeur 
semblable constituée par du pain azyme de 0,5 mm d’épaisseur environ. 
Kn réalité, le pain azyme n’est pas de l’amidon pur. Il contient de 
l'azote protéique en faible proportion, et des sels ; mais ces impuretés 
ne se sont pas montrées génantes pour le but que nous voulions 
atteindre. Le maniement de la colonne de terre amidonnée est 
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semblable a celui de la colonne de terre A la cellulose. Dans un tube 
de verre vertical de 40 cm de long et de 3 cm de diamétre, fermé en 
bas par un bouchon de caoutchouc et bouché en haut au coton, on 
introduit une bande de pain azyme contre la paroi et on remplit le 
récipient de la terre qu’on veut étudier. On place les tubes aux tempé- 
ratures voulues, de 18 a 37°, aprés avoir réalisé le degré hygrométrique 
voulu et le tassement voulu. 

Dans les jours qui suivent apparaissent des plages d’attaque sur le 
pain azyme qui modifient la structure et la couleur de celui-ci et qui 
produisent plus ou moins rapidement des plages d’amylolyse. On vide 
alors le tube, et on préléve les colonies en vue d’isoler les espéces. Le 
nombre des plages d’amylolyse, leur rapidité d’installation, leur 
diversité donnent une image qualitative et quantitative du pouvoir 
amylolytique de l’échantillon de terre employé. 

Résultats. — Nous n’avons encore réalisé que trés peu d’expériences 
avec cette technique, car 1’étude compléte d’un seul tube demande 
plusieurs mois. Mais dés maintenant, nous pouvons déja fixer quelques 
lois déterminant cette fonction pédologique. 

Toutes nos expériences ont été faites avec un lot de terre arable 
prélevée dans un sol humique de jardin (a flanc de coteau de la hauteur 
des Gatines, a Verriére-le-Buisson, lieudit « Les Justices »). 

Premiére expérience. — Dans la premiére expérience nous avons 
utilisé de la terre non tassée et au degré hygrométrique du _ préle- 
vement lui-méme, la température d’incubation étant celle du _ labo- 
ratoire (environ 18°). 

De nombreuse plages d’amylolyse apparurent. La transplantation de 
ces colonies sur milieu solide pour isolement a montré que toutes 
appartenaient aux aérobies stricts ou facultatifs. Aucum anaérobie ne 
fut isolé. Dans ce tube non tassé et peu humide, aucun amylolytique 
vrai, mais seulement des bactéries accessoirement et faiblement amylo- 
lytiques. 

Deuziéme expérience. — Dans un deuxiéme tube nous avons intro- 
duit de la terre légérement tassée et trés humidifiée. L’amylolyse se 
produisit plus rapidement, mais ici encore, le repiquage des colonies 
n’a fourni que des aérobies et des anaérobies facultatifs accessoirement 
et faiblement amylolytiques. 

Troisiéme expérience. — Dans un troisiéme tube nous avons mis de 
la terre trés tassée et saturée d’eau et nous l’avons placé a 33°. Cette 
fois le repiquage des plages d’amylolyse a fourni de nombreux anaé- 
robies stricts. Ceux-ci appartenaient 4 deux groupes physiologiques. 

1° Des Clostridium poussant bien sur les milieux habituels, fermen- 
tant de nombreux glucides dont l’amidon. Parmi eux nous avons 
surtout remarqué la fréquence de Cl. butyricum et de Cl. pseudofallax 
(aucun d’eux n’était pathogéne) et plus rarement de W. perfringens 
(trés légérement pathogéne). 

2° Des Clostridium ne poussant pas du tout sur milieux habituels 
el poussant exclusivement sur bouillie d’amidon naturel : bouillie de 
pomme de terre, de marron d’Inde, de banane, de blé, etc. Parmi eux 
prédominait une espéce nouvelle : Clostridium amylolyticum que Vun 


de nous a décrit avec R. Saissac [2]. ; 
Conclusions. — 1° La colonne de terre amidonnée permet d’étudier 
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qualitativement et quantitativement la fonction amylolytique bacté- 
rienne des sols. 

2° En terre non tassée et peu humide ou en terre peu tassée et 
humide, l’amylolyse est réalisée exclusivement par des aérobies et des 
anaérobies facultatifs accessoirement amylolytiques. 

3° En terre tassée et submergée a 33°, l’amylolyse est réalisée surtout 
par les anaérobies stricts, appartenant soit au groupe des Clostridium 
poussant en milieux habituels, soit au group@ des Clostridium pous- 
sant exclusivement sur bouillie d’amidon naturel. Parmi eux a été 
isolé Cl. amylolyticum Prévot et Saissac, n. sp. 

4° Il semble donc que le rédle des anaérobies stricts dans la destruc- 
tion naturelle de l’amidon au niveau du sol soit limité 4 des conditions 
climatiques et pédologiques bien déterminées ; ces conditions sont 
difficilement et épisodiquement réalisables dans les sols septentrionaux, 
mais par contre trés fréquemment rencontrées dans les sols équatoriaux. 
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ESSAIS SUR L’EVOLUTION DES ANTICORPS 
DANS LA MALADIE DE NEWCASTLE 
APRES LA VACCINATION 


par P. ATANASIU et M" G. GAREAU. 


Nous avons essayé, dans ce travail, de mettre en évidence la présence 
des anticorps humoraux, chez la poule, aprés la vaccination contre la 
maladie de Newcastle. 

Nous avons utilisé deux épreuves : la réaction de l’hémagglutination 
(action inhibitrice du sérum sur l’agglutination causée par le virus) et 
la réaction de neutralisation du virus en présence du sérum immun, 
méthodes déja utilisées dans le méme but par Karzon et Bang [4]. 
Cordier et Clavieras [2], Lush [3], Beach [4], Howitt, Bishop et 
Kissling [5], Hirst [6], Mac Clelland et Hare [7]. 

L’agglutination des hématies sensibilisées [4] par le sérum immun 
et la réaction de fixation du complément pour le sérum humain 
peuvent aussi servir de tests pour la recherche des anticorps. 


MErHODE DE TRAVAIL. — La souche. — Nous avons utilisé la souche 
de virus « Var » 1949 [8]. Cette souche a subi 22 passages sur ceuf dans 
le liquide chorio-allantoidien. Sa virulence varie maintenant entre 
10—® et 10—* ; elle peut parfois atteindre 10—11. On la conserve dans 
le liquide chorio-allantoidien tel qu’il est prélevé, aprés quarante-huit 
heures d’incubation ; la conservation a lieu A — 24°. Les dilutions pour 
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les passages se font dans l’eau physiologique, 0,85 p. 100. Son titre 
@hémagglutination, par ceuf, peut atteindre parfois 1 :20000. Mais 
il reste le plus souvent entre 1 : 1250 et 1 : 10 240. 

Le titre de virulence et d’hémagglulination se maintient plus de 
Six mois 4 — 24°. 

Le vaccins — On emploie une dilution de 10—* de liquide chorio- 
allantoidien qui contient cette souche et on inocule 0,05 ml dans le 
liquide chorio-allantoidien & des ceufs de dix A douze jours d’incu- 
bation. L’ceuf est tué au bout de trente-six A quarante-quatre heures : 
on se sert de l’ceuf entier pour la préparation du vaccin. On y ajoute de 
Vhydroxyde d’aluminium et du formol a 4 p. 1000. Contrélé sur 
l’ceuf, il n’est plus pathogéne. Employé a titre expérimental, dans des 
foyers contaminés ou non, aucun accident n’a pu étre constaté sur 
6 000 volailles inoculées. On pratique une seule inoculation de 2 ml 
chez la poule : la méme dose nous a servi a rechercher les anticorps 
a des intervalles différents aprés la vaccination. 

Epreuve de l’hémagglutination. — La souche « Var » 1949 est titrée 
en présence d’hématies de poule 4 0,5 p. 100 [9]. Le dernier tube 
dans lequel les hématies sont agglutinées avec netteté nous donne le 
taux d’hémagglutination du virus, le témoin hématies étant négatif. 
Pour lépreuve d’hémagglutino-inhibition, on choisit toujours un 
liquide chorio-allantoidien qui n’ait pas un taux d’hémagglutination 
trop élevé. On choisit une dilution quatre fois plus concentrée et on 
en dispose 0,25 ml par tube. Le sérum est dilué 4 1/10, 1/20, 1/40, etc., 
dans 0,50 ml de sérum physiologique. On ajoute ensuite un volume 
égal d’hématies de poule 4 0,5 p. 100 [10]. On lit la réaction & la 
température du laboratoire entre trente-cing et quarante-cing minutes. 

Epreuve de neutralisation du virus. — Les sérums a essayer sont 
inactivés 4 56° pendant trente minutes. Nous avons employé le sérum 
non dilué, mélangé a parties égales avec différentes dilutions du virus : 
10—°, 10—*, 10—°, etc. Le mélange est laissé en contact de quinze a 
trente minutes a la température du laboratoire. Chaque dilution du 
virus est inoculée sur 4 ceufs dans le liquide chorio-allantoidien 4 la 
dose de 0,1 ml. L’index de neutralisation est donné par la différence 
entre le titre du virus de contréle dans l’eau physiologique, ou sérum 
inactivé, et le titre du virus en présence de sérum immun. Le chiffre 
obtenu est celui de l’index L,, du virus neutralisé. La dose L;, p. 100 
a été calculée d’aprés la méthode de Reed et Muench [44]. 

Expérimentation. — Dans la maladie de Newcastle, les anticorps 
peuvent étre dosés par, la technique d’hémagglutino-inhibition ou la 
neutralisation du virus par le sérum spécifique. On arrive par ces deux 
tests A mettre en évidence les anticorps en circulation, de méme que 
le moment de leur apparition, le taux maximum et leur disparition. 
Nous avons étudié avec ces deux tests les anticorps sur deux sujets 
pendant cent trente-quatre jours. 

Nous avons vacciné un lot de 4 poules de méme Age et méme race 
avec une seule piqdire intramusculaire de 2 ml du vaccin décrit 
ci-dessus. Les poules ont été saignées avant Ja vaccination, puis cinq, 
douze, trente-sept, soixante et onze, quatre-vingt-treize et cent trente- 
quatre jours aprés celle-ci. Avec les sérums récoltés et gardés a + alo 
nous avons pratiqué les deux épreuves : hémagglutination et neutrali- 
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sation de la méme souche « Var » 1949 dans les mémes conditions 
expérimentales pour tous les sérums. 

Nous avons pu suivre ces 4 poules pendant soixante et onze jours ; 
entre le soixante et onziéme et le quatre-vingt-treiziéme jour nous 
avons perdu 2 poules par coccidiose, et d’autres parasitoses. Ces 
£ poules ont été saignées réguli¢rement avant de mourir. Le titre de 
hémagglutination se trouvait 4 ce moment-la 4 0 par comparaison 
avec les 2 autres poules qui conservaient un titre entre 1/80 et 1/160 
et qui ont été suivies jusqu’au cent trente-quatriéme jour. 

Si on trace la courbe de l’hémagglutino-inhibition, on remarque que 
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Fic. 14. — Epreuve d’hémagglutino-inhibition aprés la vaccination. 
Vaccin Newcastle souche « Var » 1949. 
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Fic. 2. — Index de neutralisation aprés la vaccination. 


Vapparition des anticorps dans la circulation débute le cinquiéme 
jour pour arriver vers le douziéme jour A un taux entre 40 et 160 et 
pour atteindre son maximum entre le trente-septidme et le soixante 
et onziéme jour avec un taux de 1/320. 

Apres cette période, la courbe commence a descendre pour indiquer 
au cent trente-quatriéme jour 1/80 (fig. 1). 

En ce qui concerne le test de neutralisation, le sérum a été titré les 
cinquiéme, trente-septiéme, soixante et onziéme et cent trente- 
quatriéme jours. Le graphique nous montre deux courbes : sur l'une, 
le témoin avec sérum physiologique et sur l’autre un sérum de poule 
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normale inactivé. Il existe une nette différence entre ces deux courbes 
qui nous indiquent que dans le sérum normal, pris comme témoin, 
il existe un facteur capable de neutraliser une partie du virus. 

Les deux courbes montent pour atteindre leur maximum le trente- 
septiéme jour puis restent en plateau jusqu’au cent trente-quatriéme 
jour. 

Il est & remarquer qu’aprés la vaccination, l’index de neutralisation 
atteint plus vite son maximum (soit le trente-septitme jour), tandis 
que la courbe de l’hémagglutino-inhibition continue A monter jusqu’au 
soixante et onziéme jour ; l’index de neutralisation se maintient A peu 
prés au méme niveau depuis le trente-septi¢me jour (fig. 2). 


Discussion. — Les deux méthodes employées décélent les anticorps 
anti-Newcastle. Le test de neutralisation est plus sensible et se main- 
tient 4 un taux assez élevé jusqu’au cent trente-quatriéme jour, tandis 
que la réaction d’hémagglutino-inhibition commence a baisser le 
soixante et onziéme jour. Ce fait a été observé aussi par Karzon et 
Bang [4] sur une période plus courte. Ces auteurs suggérent |’exis- 
tence d’un double antigéne. 

Mais un fait assez curieux nous est donné par le test de neutralisation 
employant le scrum de poule négatif et le sérum physiologique comme 
témoins : nous avons obtenu deux courbes d’index de neutralisation 
différentes. Cette différence est peut-étre due 4 un troisiéme facteur 
qui se trouve dans le sérum normal et qui serait capable de neutra- 
liser une partie du virus. 

En résumé : La vaccination anti-Newcastle par la voie intramusculaire 
4 la dose de 2 ml en une seule piqdre est capable de provoquer 1’appa- 
rition d’anticorps dans la circulation. La présence de ces anticorps a 
été mise en évidence jusqu’au cent trente-quatriéme jour a un taux 
de 1/80 par la méthode d’hémagglutination. Avec le test de neutra- 
lisation, l’index de neutralisation s’est montré de 3,92 (1,50 p. 100). 
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RELATIONS ENTRE LES VIRUS « COXSACKIE » 
ET POLIOMYELITE 


par C. LEVADITI et A. VAISMAN. 


Y a-t-il possibilité d’association, en d’autres termes de « symbiose », 
entre le virus Coxsackie (souche encéphalitogéne), découvert par Dall- 
dorf et Sickles [4] (principalement dans les selles de poliomyélitiques), 
d’une part, et l’ultravirus de la poliomyélite, de l’autre, lorsque ces 
deux sortes de virus neuronophiles sont inoculées simultanément dans 
Vencéphale de souriceaux A la mamelle ? On sait que, selon Dalldorf 
(Cf. C. Levaditi [2]), le virus Coxsackie comporte plusieurs variantes, 
dont l’une (A) offre une affinité sélective pour les fibres musculaires, 
tandis que l’autre (B) présente une attirance exclusive pour le névraxe 
(encéphalite térébrante et vacuolisante). De plus, la souris adulte n’est pas 
réceptive. Or, nous nous sommes demandé si cette souche B de virus 
Coxsackie, associée 4 l’ultravirus poliomyélitique Lansing et inoculée par 
voie intracérébrale & des scuriceaux, permet le développement de ce 
dernier ultravirus, ou si, au contraire, il y a entre eux antagonisme. 


Technique. — Un mélange & volume égal de deux suspensions, lune 
préparée avec le cerveau de souriceaux morts d’encéphalite Cox- 
sackie (C), l’autre avec le névraxe de souris adultes infectées avec la 
souche poliomyélitique (PM) Lansing (concentration a 10 p. 100), est 
inoculé, par voie transcranienne, A des souriceaux non sevrés (tfest- 
Coxsackie), d’une part, 4 des souris adultes (test-poliomyélite), de l autre. 
A partir des sujets morts, ou sacrifiés malades, des passages sont effec- 
tués sur d’autres souriceaux et souris adultes. Examen histologique du 
névraxe, Les résultats sont consignés dans le tableau ci-contre. 


Il ressort de ce tableau : 1° que lors de la primo-inoculation, la 
présence simultanée des virus C et PM fut constatée, puisque 8 souri- 
ceaux sur 8 offraient des lésions encéphalitiques intenses et que 
3 souris adultes sur 5 sont mortes de poliomyélite ; 2° que dés le 
premier passage le virus PM s’est effacé et a cédé la place au virus C ; 
3 que, par la suite (deuxiéme A quatriéme passages), toutes les souris 
adultes ont survécu (absence du virus PM), tandis que tous les souri- 
ceaux sont morts d’encéphalite a virus C. 

Il en résulte que, dans les conditions de nos essais, il n’y a pas eu 
symbiose entre le virus encéphalitogéne Coxsackie et celui de la para- 
lysie infantile (souche Lansing). Le premier de ces ultra-germes a 
supprimé le second. Pour quelles raisons ? 

Reconnaissons d’abord la réalité de la symbiose entre Jes virus C 
et PM dans les matitres fécales de l’homme, démontrée en clinique. 
Remarquons, cependant, qu’il ne s’agissait pas du méme phénoméne 
dans nos expériences, mais de la possibilité de l’association de ces deux 
virus dans un systéme tissulaire réceptif & tous deux (encéphale et 
moelle épiniére). Or, des dissemblances essentielles apparaissent A cet 
égard entre les virus C et PM. En effet, linfection provoquée par le 
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a ee 


RESULTATS 
PrINOLIROCULLTON Souriceaux.-Coxsackie Souris adultes.-Poliomyélite 
et Ma a c n Lésions 
iS sé a PSOE Yeas. Z S$ _.a| encéphalo-médullaires 
passages Salo ws 22| of8n5 
Be 22d ‘ oa) SPS 
oa ms Sel age eS 
Seca Ve ledan) shel ssa. 4) bi a. 
cal eas an Bea eel ao 
’ : : M: 2a9 
Primo-inoculation. | 8|2%3| 5] 3] %| 8/8 | 3 So il 1 24 0 4 3/5 
Passage a aed | | ae 
Su SOUnESeacilteS ie —— [een | SialOLanG 0 0 0 0/8 
1°" passage. Sy) 8 Pee ON) ye a8 0 0 O | @ [Ops 
2° passage. 10] 4+ | 40).0 | © |40/401 6 0 0 0 | 0 | 0/6 
3° passage. Te HW Waar 0 0 UF) Om 0/3 
Passage eae Oey ol eae RR I 5 0 0 0 0 0/3 
sur souris adultes. 
4e passage. 6| 4 GB) 0a | Gia 0 0 0 0 | 0/8 


(1) Les chiffres placés a4 droite du trait indiquent le total des animaux inoculés, ceux placés a 
gauche du trait le nombre des animaux ayant présenté des altérations (+++, intenses ; + 
légéres ; 0, nulles). 


virus C chez les souriceaux est caractérisée par une incubation courte 
(quelques heures) et une évolution histo-pathologique des plus bréves 
(deux A cing jours), alors que l’incubation de l’infection due au 
virus PM chez les souris adultes est nettement plus prolongée. De ce 
fait, il n’est pas surprenant que celui des deux virus (C) dont les effets 
sont les plus précoces et intenses se substitue rapidement au 
second (PM). Le probléme se pose donc ici exclusivement sur le plan 
tissulaire et n’autorise aucune conclusion quant A l’association possible 
de ces virus dans des circonstances différentes. 
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[4] Dat~porF et Stoxies. Science, 1948, 108, 61; Bull. N. Y. Acad. Med., 
1950, 26, 329. Cj. également Mexnicn, Bull. N. Y. Acad. Med., 1950, 
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[2] C. Lrvanrrt. La Semaine des Hép. de Paris, 1950, 26, 4541. Cf. égale- 
ment Lupine, Turerrry, Remit, Saurter et Martin. Ces Annales, 
1951, 80, 200. 
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BACTERIOSTASE /N V/TRO DES BRUCELLA 
PAR LA TERRAMYCINE OU LA STREPTOMYCINE, 
SEULES OU ASSOCIEES AU DITHIOGLYCEROL (BAL) 


par G. RENOUX et J. ROUX. 


(Laboratoire de Microbiologie 
et Centre (OMS/OAA) de Recherches sur la Fiévre ondulante 
[Directeur : Prof. L. Canrire, Montpellier |.) 


Nous avons montré dans des publications précédentes [4, 2, 3] que 
le dithioglycérol ou 2,3-dimercaptopropanol (BAL) est bactériostatique 
pour les Brucella, que ce produit renforce et régularise l’activité du 
Chloramphénicol ou de ]’Auréomycine vis-a-vis des mémes_ bactéries, 
que cette action est spécifique aux Brucella et ne s’étend pas a d’autres 


Tasteau I. — Action sur les #rucella, de la dihydrostreptomycine 
seule ou associéo au BAL (4 microgramme par millilitre du 
milieu). 


SOUCHES 2 JOURS | 3 JOURS 4 JOURS 5 JOURS 


Abortus. 
SPAR) SKID 5 6 5 0 6 0,75 0,75 1,50 0,50 
Strepto + BAL. . 1,50 1,50 | 4550 4,50 
B 295 Strepto . uae 0,75 0,75 0,75 0525 
Strepto + BAL. . 0,18 0,18 0,38 0,38 
Bi9S4 7 Streptom yan 0,75 0,75 4,50 3 
Strepto + BAL. . OG 0,75 4,50 4,50 
30609“ Strepto ss ce mee 4,50 1,50 3 3 
Strepto + BAL. . 41,50 4,50 4,80 4,50 
Melitensis. 
1063 se Streptom ae oee 0,75 4,50 3 3 
Strepto + BAL. . 0,418 0,73 3 3 
10845 Strepto: cere 4,50 1,50 6 6 
Strepto+ BAL. . 0,75 50 1,50 1,50 
4085 Strepto . Siareeets 4,50 4,50 3 3 
Strepto + BAL. . 4,50 4,50 4,50 
di2eeeStrepto) a. wees 0,75 0,75 4,50 4 
Strepto + BAL. .| 0,78 0°75 1°80 om 
EI 
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Taspieau Il. — Action sur les #rucella de la terramycine seule 
ou associée au BAL (4 microgramme par millitre de milieu). 


—_ ss EEE, | 


SOUCHES 2 JOURS 3 JOURS 4 JOURS 5 JOURS 
Abortus. 
lwsl)) Aner 5 5 mn 6 6 6 0,38 0,38 0,75 0,75 
Terramycine + BAL. . . 0,09 0,09 0,38 0,38 
Bp29> ee Rerraimmycine ys man see 0,75 0,75 0,78 1,50 
Terramycine + BAL. . . 0,38 0,38 OFT Oats 
B93 4 ee lerramy Cine ecm mee manne 4,50 3 ae ae 
Terramycine + BAL. . . 0,75 0,75 0,75 0,75 
50609) sLerramiycinee- mse rncnre 0,75 0,75 0,15 0,75 
Terramycine + BAL. . . 2 | 0,045 0,045 0,045 
Melilensis. 
106S me Lerramiycine wate sais) 1,9 3 6 
Terramycine + BAL. . . ais 455 4b} 3 
1084" Derramiycines. Gy. ca: 1 3 3 3 
Terramycine + BAL. . . 45 455) a ab 5 
A085] Sterramyeine we amen es et 4,5 a - ‘ 
Terramycine + BAL. . . 0,75 0,75 Aras Hee 
(724 Terramyeine 3 22... 2 Ao: nas} 3 3 
Terramycine + BAL. . . Ons Opto 0,75 0,75 
| 


bactéries 4 Gram-négatif, enfin que cette synergie est également valable, 
in vivo, dans la maladie expérimentale des souris (une expérience en 
cours sur le cobaye semble confirmer ce fait). 

Nous avons poursuivi cette étude en utilisant deux antibiotiques, par 
eux-mémes actifs in vitro contre les Brucella : la Streptomycine, sous 
forme de dihydrostreptomycine, et la Terramycine. 

Cette expérience a été faite selon le schéma de l’expérience citée ci- 
dessus [4] dans le méme milieu de culture. 

Les résultats sont rapportés dans les tableaux I et II ci-joints. 

De ces résultats nous pouvons conclure ; 


1° La terramycine ou la dihydrostreptomycine sont, in vitro, plus 
actives contre les Brucella que le Chloramphénicol ou l’Auréomycine ; 

2° Dans les limites du petit nombre de souches étudiées, mais nous 
semble-t-il valablement étant donné la concordance, Brucella abortus 
est plus sensible que Brucella melitensis & ces antibiotiques ; 

3° La présence de dithioglycérol (BAL) renforce, comme ‘pour les 
antibiotiques précédemment étudiés, l’action de la Terramycine ou de 


la Streptomycine ; cette action synergique est plus nette dans l’asso- 
ciation BAL-Terramycine. 
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Les Communications suivantes paraitront en Mémoire dans 


les 
Annales de l'Institut Pasteur : 


Méthode photométrique d’évaluation de la croissance tissulaire 


« in vitro » en culture sur membranes plastiques, par 
G. Barsxr et P. MAnicautr. 


Conditions de nutrition cellulaire « in vitro » en culture sans 
support plasmatique. Réle des fractions micro- et macro- 
moléculaires, par G. Barsxkr, J. Maurin, G. Wiexcosz et P. Lipine. 


A propos de quelques cas de réactions locales dites « accé- 
lérées », consécutives a la vaccination par voie intrader- 
mique avec du BCG congelé-desséché, par V. M. Opprrs. 


Le phénoméne de l’hémolyse conditionnée dans la tuberculose, 
par Ch. Gerrnez-Rieux et A. TacQuet. 


Sur des lésions testiculaires provoquées chez le cobaye par 


iso- et auto-sensibilisation, par Guy Voisin, Albert DreLaunay et 
Mary BARBER. 


Les anticorps incomplets au cours de la mononucléose infec- 
tieuse, par A. Eyquem et L. PopLracnoux. 


LIVRE REGU 


) 


D’ Hans Schmidt. — Fortschritte der Serologie, Licferung 5, Dietrich 
Steinkopff, Darmstadt, 1951. 


5° fascicule de la série étudiant les antigénes des virus et des phages 
et les anticorps (nature, ultracentrifugation, électrophorése, méthodes 
de précipitation, structure sérique, fractionnement du plasma). 
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TABLE ANALYTIQUE 


DU TOME 80 


Acariase de lappareil respiratoire chez les primates et chez 
Vhomme. 

Acétoine. Voir Ugstobauler cI Oeeaseunn. 

Acide ascorbique. Voir Vitamine C. 

— -hydrozybutyrique. Voir Azotobacter chroococcum. 

Acridines. Résistance du bactériophage aux —. come: 

Aérobie. Rendement matériel de croissance d’une aeienic —- 
Bacillus megatherium. S Gee 

Aérobies. Sensibilité aux Ta tihiobiques ae germes —. 

Amiante. Voir Microscope électronique. 


Amylolyse bactérienne. Etude de 1’— — dans le sol par la méthode 
de la colonne de terre amidonnée. 

Anaérobie. Flore — des boues lagunaires de A tote de Pine ae 
Janeiro. : ¢ he gt ie ey eee eee 

— Nouvelle espéce — ra genre ile : P. serophila n. sp. 

— Septicémie — a Corynebacterium avidum. : 

Anaérobies. Deux espéces nouvelles du genre Saheronnerest 

— Recherches sur les bactéries — du a: de Guinée et de la 


lagune Ebrié. a : 

Antibiotiques. Action de PaNtOoRyeine sur 15 iyee dactériophe- 
gique étudiée au microbiophotométre. 

—- Action du 2,3-dimercaptopropanol (BAL) soni ou Bssacle: au 
chloramphénicol ou a l’auréomycine sur quelques bactéries a 
Gram-négatif. : rear 

—- Activité in vitro et in vivo ae plisicurs —. 

— Sensibilité aux — de 700 souches de germes saromiest wines 
en 1950. p 

Anticorps doaiutments Norn ayaicorp: biogenic 

—- bloquants dans le sérum de sujets brucelliques. Leur place par 
rapport A l’apparition des — agglutinants. omar 

—- hétérophiles. Réaction sur lame pour la recherche TG — — 
(réaction de Moloney). : ‘ 

Antigéne méthylique. Voir Streptomyces 

Antigénes somatiques. Dosage des — — au sein de S. typhi. Dosage 
de l’antigéne O dans les microbes de la souche O 901. 
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275 


438 


281 


633 


605 


627 


103 


422 


21 
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Anti-microbiennes (substances). Etude in vitro du contact dis- 
continu des germes et des substances —. 
Auréomycine. Action de 1’— sur la lyse Pecteuphnenques 


— Action sur la culture d’un staphylocoque observée au micro- 
biophotométre. : 

— Voir Chloramphénicol. 

Azotobacter chroococcum. Possibilités d’utilisation du 2,3-buta- 
nediol par — — de l’acétoine et de l’acide @-hydroxybutyrique. 

Bacilles paratyphiques B. Facteurs qui conditionnent l’apparte- 
nance des — — aux différents types bactériophagiques de Felix 
et Callow. Lysogénéité de Salmonella paratyphi B. : 

— — Facteurs qui conditionnent l’appartenance des — — aux 
différents types bactériophagiques de Felix et Callow. Obtention 
des types de S. paratyphi B. 

Bacille tuberculeuz. Action sur le bacille de ech @ un Snatnet 
intermittent in vitro avec la dihydrostreptomycine et avec la 
néomycine. . . ws OLD CL 

—- — Taux extrémes aS th Srepiomiveino: ebsitanee du bacille de 
Koch. Stn os : 

— — Transport du — — par ie raguetes domnestiance Durée de 
la contagiosité. 

-— — Voir Coloration. 

— — Voir Crachats. 

— — Voir Phagocytose. 

—- — Voir Streptomycine. 

— — Voir Thiosemicarbazone (T. B. 1). 

—- — Voir aussi Tuberculose. 

Bacillus megatherium. Etude biochimique du rendement matériel 
de croissance d’une bactérie aérobie : — —. 

Bactérie aérobie. Voir Bacillus megatherium. 

Bactéries. Ralentissement de |’adsorption sur les — et blocage de 
la synthése des phages par certaines concentrations de phos- 
phates. oth 

—— anaérobies. Recherches sur is — dv eolte he Gunes et re 
la lagune Ebrié. ane hte 

Bactériophage. Action de Taree ane sur la Wee paereriooka: 


gique. UTE a ot bla 
— Inactivation an un — par un Pryonnemet eee “ictet de ites 
faible intensité. = eos 
— Résistance du — aux acridines. 


—- Voir Bacilles paratyphiques B. 

BCG. Influence du stockage sur la vitalité du vaccin —. 

Betteraves. Voir Sérologie. 

Boues. Flore anaérobie des — lagunaires de la baie de Rio-de- 
Janeiro. Boobie J Aetnwi oy tie a oR ac aaniar ane es a 

Brucella. Action de certaines peptones (tryptose) sur les —. 
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281 


560 


428 


479 


496 


317 


319 


92 


644 


155 
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Brucella. Bactériostase in vitro des — par la terramycine ou la 
streptomycine, seules ou associées au dithioglycéro] (BAL). 
— Bactériostase in vitro des — par le 2,3-dimercaptopropanol. 


Synergie entre ce segces et le chloramphénicol ou 1l’auréo- 
mycine. opie nie Coal Shee Bk eee 

— Identification aes — par teak activité uréasique. Comparaison 
avec les autres méthodes de différenciation. ey area 

Brucellique (infection). Un cas d’infection — du liévre en France. 

—- Deuxiéme cas d’infection — du liévre en France. 

Brucelliques (sujets). Voir Anticorps bloquants. 

Brucellose. Traitement de la — de la Souris par l’association chlor- 
amphénicol et 2,3-dimercaptopropanol. coe 

Champignons. Action morphogéne de facteurs vitaminiques sur 
COT UATING em See so cs fs ae oa ao = 

Chloramphénicol. Bactériostase in vitro des Brucella par le 
2,3-dimercaptopropanol. Synergie entre ce produit et le — ou 
Vauréomycine. 

— Voir Brucellose. 

Clostridium sordellii. Extraction de la toxine de — — & partir des 
corps microbiens. meer 

Cl. sporogenes. Themmorésisente ae — — et e phenome: a’ ane 
nement des espéces peu résistantes. : Flos ms S 

Cobaye. Délais de réponse demandés par finecknees au — de 
produits suspects de tuberculose. ge is 

— Transmission des anticorps et du virus Saphine ae rs mére 
au jeune. 

—- Voir Serenionivcine: 

Coloration de Hallberg modifiée pour la mise en évidence du 
bacille tuberculeux. Pe Pees : eee Eat 

Congélation. Action de la — prolongée sur . vitalité des tumeurs 
spontanées de la Souris. : 
Corynebacterium avidum. Voir Rennitenie heengronts 

Coxsackie (virus C). Présence en France d’infections humaines du 
groupe —. Isolement du virus. : a AS : 

Crachats. Elimination des germes banaux “Pee les — ce , 
la culture du bacille de Koch. Applications et perfectionnements. 

Dahlia, Voir Virus de la mosaique du —. 

Dihydrostreptomycine, Action sur le bacille de Koch d’un contact 
intermittent in vitro avec la —. 

Dithioglycérol (BAL). Voir Brucella. 

incéphalomyélite équine. Influence de la décongélation sur le titre 
du virus de ])’— —. : 1) SR ie aoe cae eee tiie o Te 

Encre de Chine, Activité SrAGMICnEROne du eine réticulo- 
endothélial par JVinjection intraveineuse d’— — chez les 
diverses espéces animales. 
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Endosporus filamentosus (Pochon et Chalvignac, 1950). Etude 
cytologique. Pee MRE ARR HN sh gs) oar oo eR 
Entérotoxine staphylococcique. Staphylocoques isolés d’intoxica- 
tions alimentaires et méthodes de détection de ’— —. 
Facteur lytique d’Anderson. 


France. Deux cas d’infection Phucrlnieae du ee en —. 99 at 

Hématies. Voir Virus de Newcastle. 

Huile d’olives. Effet remarquable de 1’— — sur le tactisme leuco- 
cytaire. 


Jaunisse. Voir Virus ae Ps fanspasce: 

Leucocytaire (Tactisme). Effet remarquable de l’huile d’olives. 

— — Action de différents effecteurs d’enzymes. 

Leucocytes. Méthode de mise en culture de — Aeetins ‘ wate 
du sang circulant. 

— Voir Phagocytose. 


Liévre. Deux cas d’infection brucellique du — en France. 99 et 
Maladie de Newcastle. Action de la terramycine sur la — —. 
— — Essais sur l’évolution des anticorps dans la — — aprés 


la vaccination. ‘ 

Mélitine. Etude sur la —. Sap Se Ie es, eS ee 

Micrococcus mycetoides, agent étiologique de l’ulcération tropi- 
caloide. SY ghee, A om ee me gy Oe ree 

Microflore du sol. Action de certaines substances antiparasitaires 
sur la — —. : er en Nee Cen Pe: Re os 1A 

Microscope électronique. Etude morphologique au — — des parti- 
cules submicroscopiques d’amiante contenues dans l’air. 

Morazella lwoffi. Etude de 26 souches de — —. 

Mosaique du Dahlia. Voir Virus de la — —. 

— — Tabac. Voir Virus de la — —. 

Mouches. Transport du B. de Koch par les —. Durée de la conta- 
giosité. : 

Néomycine. Action sur is haciile as Kock a’ un soniaee intermit: 
tent in vitro avec la —. on 

Oreillons. Trois souches de virus aes —. : Py: 

Para-amino-salicylate de phényle. Activité faterculsetatique sur 
la Souris du — — — — seul ou associé a la “Badge Ne 

Pasteurella tularensis. Structure antigénique. F 

Pelargonium zonale. Localisation des Se a dans nes foe 
de — —. 3 es 

Phages Panioiococcrques. Geniportement a 440 He fous — —. 

Phagocytose. Influence exercée par la — de bacilles de Kock 
vivants ou tués, et par une fraction lipopolysaccharidique 
isolée de ces bacilles, sur les NA de esas leuco- 
cytaire in vitro. 

Phagostase. Influence des Eplovants pases sur mia — par la trypa- 
flavine. 
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317 
175 


89 
557 


453 
536 
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Phosphatases. Localisation des — dans les tissus de Pelargonium 
zonale. 

Phosphates.. Voir Batiéries 

Poliomyélite. Relations entre les virus « Coxsackie » et -—. 

Poliomyélitique (virus). Agglutination des hématies par des sou- 
ches murines de virus —. ‘ ; 2 

— Inactivation par la chaleur ae virus —, sacks Lansing! 

Pomme de terre. Culture symbiotique de la — — en montagne. 
Constitution de lignées pures. 

Rage. Voir Vaccinations antirabiques. 

Réaction de Moloney pour la recherche des anticorps hétérophiles. 

Réticulo-endothéliale (fiche). Les cing types physio-patholo- 
giques. £ yells, Bes ee ee 

Réticulo- endothelial gine “Activité granulopexique du _ sys- 
téme — — par l’injection intraveineuse d’encre de Chine chez 
les diverses espéces animales. 

Rio-de-Janeiro. Voir Boues. 

Rubidium contenu dans le sang humain. ; ; 

— Répartition du — du sang entre le plasma et ee oniiess 

Salmonella paratyphi B. Lysogénéité des différents types de — —. 

— typhi. Substances antigéniques et hapténes ee ep Vi 


de — —. : ae 

Sang. Répartiicn tt rubidiard ay — etre re sinainea on ek 
globules. 2 

— circulant. Méthode a mise en eathate fle jedeacytes Hanceins 
4a partir du — —. 

— humain. Voir Bunche 

Septicémie anaérobie. Second cas francais de — — a Corynebac- 


terium avidum. 

Séro-agglutinations de Coumnent et ae ‘Glande: chte ‘ fone 
enceinte. 

Sérologie. Reastinne sarolawinuts dounnieg par dents jus en héttensver 
saines et infectées par le virus de la jaunisse. 

Sérum de sujets brucelliques. Voir ested bloquants. 

Sérums antitoxiques. Purification. os Ales 

Sérum spécifique. Influence de injection de — — sur Vimmu- 
nité conférée par ]’inoculation de cultures atténuées. 

Sol. Voir Amylolyse bactérienne. 

— Voir Microflore du —. 

Souris. Action de la congélation prolongée sur Ja vitalité des 
tumeurs spontanées de la —. hl SS 

— Activité tuberculostatique sur la — du para-amino- sceiliaeeee de 
phényle seul ou associé a la streptomycine. 

—- Voir Brucellose. 

S. paratyphi B. Voir Bacilles paratyphiques B. 

Spirochaeta duttoni. Culture du — — dans l’ceuf fécondé de poule. 


453 


311 


417 


10 
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Sporovibrio desulfuricans, Etude comparative de la croissance de 
— — sur pyruvate et sur lactate de soude. en ee 

Staphylocoque. Action de l’auréomycine sur la eis @un — 
observée au microbiophotométre. Ah) eras se he: 

Staphylocoques. Caractéres biologiques des — isolés d’intoxications 
alimentaires et méthodes de détection de l’entérotoxine Co 
lococcique. 

— Comportement A 440 de det nbaest Se ohiacoccitnes: 

—- Dessiccation sous congélation et —. 

Slreptomycine. Association de la — et de Vantieene faethyligtie 
dans le traitement des cobayes tuberculisés par une méthode 
résistante. ; : 

— Streptomycino- festctmice “as ease de avilles ue Koah pro- 
venant de lésions pulmonaires différentes d’un méme malade. 

—- Taux extrémes de la streptomycino-résistance du bacille de Koch. 

— Voir Brucella. 

—- Voir Para-amino-salicylate de phényle. 

S. typhi. Voir Antigénes somatiques. 

Syphilis. Voir Tréponéme pale. 

Tabac. Voir Virus de la Mosaique du —. 

Terramycine. Action sur le virus rabique, la maladie de Newcastle 
et la variole aviaire. 

— Voir Brucella, 

Tétanos. Voir Tozine tétanique. 

Thiosemicarbazone (T.B.1). Activité bactériostatique d’une — 
sur le bacille tuberculeux. ate eae Sure ee 

Torulopsis neoformans. Variations sectorielles des colonies de — —. 

Toxine de Clostridium sordellii. Extraction de la — — — a ee 
des corps microbiens. 

—- Welchia agni var. Wilsdoni (perfringens D). ioctraction a partir 
des corps microbiens. 


— tétanique. Extraction a pabtic aes corps mnoeah ier! 
Tréponéme pdle. Résistance du — — et ee de la syphilis 
transfusionnelle. BSA mer Was sae 


Trypaflavine. Voir Phagostase. 

Tuberculose. Activité bactériostatique in vitro et in vivo d’une 
thiosemicarbazone (T. B. I.) sur le bacille tuberculeux. 

— Coloration de Hallberg modifiée pour la mise en évidence an 
bacille tuberculeux. 
- Délais de réponse aeaanaee: par yp faccolation au Donnie ne pro- 
duits suspects de —. ; , 

— Elimination des germes Pana dens 168 opaehats ilestinés a ie 
culture du bacille de Koch. Applications et perfectionnements. 

--- La streptomycino-résistance de souches de bacilles de Koch pro- 
yenant de lésions pulmonaires différentes d’un méme malade. 
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Tuberculose. Transport du bacille de Koch par les mouches 
domestiques. Durée de la contagiosité. 

—- Voir Phagocytose. 

Tumeurs spontanées de la Souris. Action de la congélation pro- 
longée sur la vitalité des ———. . 

Ulcération tropicaloide. Voir eee eess/ pth Ps 

Ultra-violet. Inactivation d’un ree a par un rayonne- 
ment — de trés faible intensité. 

Vaccinations antirabiques a 1’Institut Pasteut en 1949. 

Vaccin BCG. Influence du stockage sur la vitalité du — —. 

Variole aviaire. Action de la terramycine sur la — —. 

Vibrion cholérique. Facteurs antigéniques du —- — et ear dete 
mination par agglutination microscopique. : 

Virus aphteux. Transmission, chez le cobaye, des arcane af du 
— — de la mére au jeune. 

Virus C. Voir Coxsackie. 

— « Coxsackie » et Poliomyélite. Relations entre les — — —. . 

Virus de la@ jaunisse. Réactions sérologiques fournies par des jus 
de betteraves saines et infectées par le — —. Se te ore 

— de la mosaique du dahlia. Essais d’extraction et examen au 
microscope électronique des produits obtenus. : 

— de la mosaique du tabac. Inhibition par diverses Li ros 
tanniques. Mode d’action de ces derniéres. 

— de l’encéphalomyélite Equine. Influence de la desoncclauor sur 
le titre du — — —. 

—- de Newcastle. Kdeoipuon par 165 Theaties 

— des oreillons. Trois souches de — —. : x 

— poliomyélitique. Agglutination des Kemnaties par aes souehies 
murines de — —. ae Y peewee 

—- — Inactivation par la hale ae —-—, atthe Lansing. 

— rabique. Action de la terramycine sur le — —. 

Vitamine C. Parallélisme entre pouvoir bactéricide in ia et 


in vivo de la — et de ses produits de désintégration et taux 
d’acide ascorbique. dataved eens |, es Bee: 

Vitaminiques (facteurs). Relic FOrDhosne de — — sur certains 
champignons. 
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DU TOME 80 


Notices nécrologiques. 


Jules Briwré (1869-1950). 

Louis CRUVEILHIER (1878-1950). 

Costantino Gorinr (1865-1950) . 

André Gratia (1893-1950). 

Maurice LancEron (1874-1950). Naat SE shen vy dees 
Renéplecroun (1877-195 l)aeeee 8 isi) sa ONet 
Josepim Macnou-(1882-lO5B\n 0 6 | BBR et 
Joseph Mersnarp (1886-1950). pW hia eee toa 
Jean VaAutis (1888-1950) . 


Sa Eins aie ee tee a et ater 


AtapaMg (N.). — Voir Maxeras (J.). 

AMERICANO FREIRE (S.), Rist (Noél) et GrumBacH (M™ (F.). — 
Activité tuberculostatique sur la Souris du para-amino- 
salicylate de phényle (FR)7 en solution huileuse ou en 
suspension aqueuse seul ou associé 4 la streptomycine. 


Amoureux (M#¢ G.) et Yeu (F.). — Purification des sérums anti- 
LOXTCHUC SMM SAME ote Some oc Pec A ames se a GrMANN Le Ye er in ~e 
Anprieu (G.) et EnsALBERT (E.). — Une réaction sur lame pour la 
recherche des anticorps hétérophiles (Réaction de Moloney). 
Aranasiu (P.) et GArgAu (M!° G.). — Essais sur ]’évolution des anti- 


corps dans la maladie de Newcastle aprés la vaccination. 
— Voir L&prne (P.). 


Avert (J.-P.). — Etude biochimique du rendement matériel de 
croissance d’une bactérie aérobie : Bacillus megatherium. 
Barsier (P.). — Voir FasQuetze (R.). 


Barsxr (G.). — Voir Liépine (P.). 
— Voir Nerrer (R.). 
Bazin (Suzanne). — Voir Cxoucroun (Nine). 
— Voir Detaunay (A.). 
BéNACERRAF (B.). — Voir Hapern (B.-N.). 
Béquienon (R.) et Viatatr (Ch.). — Les vaccinations antirabiques 
a l'Institut Pasteur en 1949. 
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BERNARD (E.) et Kreis (B.). — Action sur le bacille de Koch d’un 
contact intermittent in vitro avec la dihydrostreptomycine. 
—  — Action sur le bacille de Koch d’un contact intermittent 
in vitro avec la néomycine. : 
— — Activité bactériostatique in vitro et in vivo ae une bihioeens 
carbazone (T.B.I.) sur le bacille tuberculeux. 
Bertrand (Didier). — Voir Berrranp (Gabriel). 
—- (Gabriel) et Berrranp (Didier). — Sur la répartition du rubi- 
dium du sang entre le plasma et les globules. 
— — Sur le rubidium et d’autres métaux alcalins comtenus 
dans le sang humain. ke , 
Bessemans (A.), Derom (R.) et Dero (P.). — Nouvelles donnees sur 
la résistance du tréponéme pale et sur la prophylaxie de 
la syphilis transfusionnelle. 
BreumMeR-Jocumans (M.-P.). — Etude comparative tes pampactsnene 
4a 44° de deux phages staphylococciques. 
Biozz1 (G.). — Voir HaLpern (B.-N.). 


Brrxwauc (Konrad). — Influence du sper sur la vitalité du 
vaccin BCG. 

BiuM-EMERIQUE (L.). — Voir Wie (R.). 

BOKKENHEUSER (V.). — Etude d’une nouvelle espéce anaérobie du 


genre Pasteurella : P. serophila n. sp. 
Boucer (J.). — Voir Macrovu (J.). 
Boyer (F.). — Voir Vittemin (P.). 


BReMER (A.). — Recherches sur l’agglutination des hématies par 
des souches murines de virus poliomyélitique. : 
CaLLaAME (B.-Ch). — Recherches sur les bactéries anaérobies du 
golfe de Guinée et de la lagune Ebrié. 
Canetti (G.). — Voir Saxrnz (A.). 
— et Sarnz (A.). — La streptomycino-résistance de souches de 


bacilles de Koch provenant de lésions pulmonaires diffé- 
rentes d’un méme malade. 
QarnERE (L.). — Etude sur la mélitine. ets 
— et Renovx (G.). — Anticorps bloquants Sane seh sérum de 
sujets brucelliques. II]. Leur place par rapport A l’appa- 
rition des anticorps agglutinants. 
— — et Quarreraces (H.). — A propos de Geetton de eerste: 
peptones (tryptose) sur les Brucella. 
CasTELLANI (Aldo). — Micrococcus (coccobacillus) rapceloies Mens 
étiologique de l’ulcération tropicaloide. 
CHaBanier (M™° P.). — Voir Mercier (P.). 
Cuassert (Y.). — Sensibilité aux antibiotiques de 700 suuches de 
germes aérobies titrées en 1950. 
CaarenEAu (H.). — Voir Levapitr (C.). 
CHatvienac (M™° M.-A.). — Voir Pocnon (J.). 


Cuoucroun (Nine), Drnaunay (A.), Bazin (Suzanne) et Rosr- 
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NEAUX (R.). — Influence exercée par la phagocytose de 
bacilles de Koch vivants ou tués, et par une fraction lipo- 

% polysaccharidique isolée de ces bacilles, sur les phéno- 
ménes de migration leucocytaire in vitro. 

Compes (Renée). — Voir Straus (Anne-Marie). 

Copprer (M"° O.). — Voir Pocuon (J.). 

CorpreR (Georgette), Harounr (B.) et Ounars (A.). — Etude de 


l’adsorption du virus de Newcastle par les hématies. 
Cornuet (P.). — Voir Lipine (P.). 


CoRvazier (P.). — Voir Grasar (P.), 
Coutgeau (MU M.). — Voir Drouner (E.). 
Croissant (M"¢ O.). — Voir Léping (P.). 
DeLaunay (A.). — Voir Caoucroun (Nine). 


— Voir Lresrun (Jacqueline). 

— , Lesrun (Jacqueline), Bazin (Suzanne) et Roprneaux (R.). — 
Recherches sur le tactisme leucocytaire. Effet remarquable 
de Vhuile d’olives. : 

Dero (P.). — Voir BrssEmans (A.). 


— (R.). — Voir BrEssEmans (A.). 
Descuiens (R.). — L’acariase de l’appareil respiratoire chez les 


primates et chez l’homme. 

Dirxx (J.). — Voir Quersin (Lise). 

Drovaet (E.) et Coureau (M" M.). — Sur les variations sectorielles 
des colonies de Torulopsis neoformans ends 

Epiincer (E.) et Facurer (M.). — L’action de l’auréomycine sur la 
culture d’un panne observée au microbiophoto- 
métre. 

— Voir Facuer (M.). 
— Voir Nicoxte (Pierre). 

ENJALBERT (E.). — Voir ANDRIEU (G.). 

Facuer (M.) et Epuincer (E.). — Antibiotiques et lyse bactériopha- 
gique. VIII. L’action de l’auréomycine sur la lyse bacté- 
riophagique étudiée au microbiophotométre. 

— Voir Epuincer (E.). 

FasQueLLe (R.) et Barsier (P.). — Dessiccation sous congélation 
et staphylocoques. : 

GALLut (J.). — Voir Gimarp (G). 

Garneau (Mie G.). — Voir Aranasiu (P.). 

Genpron (Y.) et Limasser (P.). — Etude comparée des réactions 
sérologiques fournies par des jus de betteraves saines et 
infectées par le virus de la jaunisse (Corium betae 
Holmes). iy li bik 0 le ek cao ee A gk tae ner ane a 

GriRARD (G.) et GALLUT J). — Sur la structure antigénique de 
Pasteurella tularensis. 

Girarp (H.). — Voir Lemorcenr (M.). 


693 


619 


409 


520 


107 


456 


560 


281 


217 


694 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


GRABAR (P.) et Corvazier (P.). — Substances antigéniques et 
hapténes polyosidiques Vi de Salmonella typhi. 

GrumBAcH (M™° F.). — Voir AmERIcANO FREIRE (S.). 

— Voir Vittemin (P.). 

Gurset (A.). — Voir LEMSrAYER (E.). 

Hapern (B.-N.), Biozzt (G.), Meni (G.) et BENACERRAF (B.). —— 
Etude quantitative de l’activité granulopexique du _ sys- 
téme réticulo-endothélial par Jl injection intraveineuse 
d’encre de Chine chez les diverses espéces animales. 
I. Méthode d’étude quantitative de lactivité granulo- 
pexique du systéme réticulo-endothélial par 1i’injection 
intraveineuse de particules de carbone de dimensions 
connues. a eigte B ' VON ES eee eee 

Hamon (Yves) et Nicotte (Pierre). — Recherches sur les facteurs 
qui conditionnent l’appartenance des bacilles paraty- 
phiques B aux différents types bactériophagiques de 
Felix et Callow. II. Obtention expérimentale, a partir 
des cultures non lysogénes, des types de S. paratyphi B 
par contamination avec les bactériophages extraits des 
types lysogénes. 

— Voir NicoLue (Pierre). 


Hannoun (Cl.). — Isolement et étude de trois souches de virus 
des oreillons. Pye cet 

Harouni (B.). — Voir Corvier (Georgette). 

Hrrra (L.). — Contribution a l’étude de l’inhibition du virus de 


la Mosaique du Tabac par diverses substances tanniques. 
Mode d’action de ces derniéres. 

Huerr (M.). — Voir Prévor (A.-R.). 

JacopeLyr (Me G.). — Voir Lemoiane (M.). 

Jacoror (H.) et Vauuke (A.) [avec la collaboration technique de 
A. Le Priot]. — Un cas d’infection brucellique du liévre 
en France. ee eee te cee oO SG 

— — — Deuxiéme cas d’infection brucellique du liévre en 
France. ee ine Ce OSG eG 

Kreis (B.). — Technique d’étude in vitro du contact discontinu 

des germes et des substances antimicrobiennes. 
— Voir Brernarp (E.). 

Lasupm (M™° J.). — Voir Pocnon (J.). 

Lararsger (R.) et Morenne (P.). — Inactivation d’un bactériophage 
par un rayonnement ultra-violet de trés faible intensité. 

Lesrun (Jacqueline) et Drnaunay (A.). — Recherches sur le 
tactisme leucocytaire. Action, sur ce phénoméne, de diffé- 
rents effecteurs d’enzymes. 

— Voir Detaunay (A.). 
Lemétrayer (E.), Gursen (A.) et Virar (M™° B.). — Recherches, 
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220 


524 
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chez le cobaye, de la transmission des anticorps et du 
virus aphteux de la mére au jeune. 

Lemoicne (M.), Grrarp (H.) et Jacopetir (M" G.), — Possibilités 
@utilisation du 2-3-butanediol par Azotobacter chroo- 
coccum de l’acétoine et de l’acide hydroxybutyrique. 

L&pine (P.), Barsxr (G.) et Remmi (L.). — Action de la congélation 
prolongée sur la vitalité des tumeurs spontanées de la 
Souris. : : : ee he 

LEPINE (P.) et CRoIssANT (0). — oo morpnne aie au micro- 
scope électronique des _ particules submicroscopiques 
d’amiante contenues dans lair. Fe Wicmen Saas tee ier 

— — Cornuer (P.) et Martin (Cl.). — Essais d’extraction du 
virus de la Mosaique du Dahlia (Marmor dahliae Holmes) 
et examen au microscope électronique des produits 
obtenus. 


— et Nanrex (A.). — Inactivation par la chaleur du virus polio- 
myélitique, souche Lansing. & 
— Pavinanis (V.) et Aranasiu (P.). — hetion ae i fefrariycing 


sur le virus rabique, la maladie de Newcastle et la 
variole aviaire. : 
— Tnrierrry (S.), Remi (L.), Sore v.) ee Maace (Mme), ~- 
Présence en France d’infections humaines du groupe 
Coxsackie (virus C). Isolement du virus. 
Le Prioxt (A.). — Voir Jacotror (H.). 


Levapiti (C.) et Varsman (A.). — Relations entre les virus « Cox- 
sackie » et poliomyélite. ag gets Cs cae teks aan 
— VaisMAN (A.) et Caaicneau (H.). — Culture du Spirochaeta 


duttoni dans l’ceuf fécondé de poule. 

Limasser (P.). — Voir GeEnpron (Y.). 

Macrou (J.), MARNEFFE (H.) et Maruat (F.). — Action morphogéne 
de facteurs vitaminiques sur certains champignons. 

Macrou (J.), SecRETAIN (G.), Boucer (J.) et Scumipr (P.). 
Culture symbiotique de la pomme de terre en montagne. 
Constitution de lignées pures. 

Maxsos. — Voir Outs (R.). 
Mazeras (J.) et Atapame (N.). — Remarques sur la flore anaérobie 
des boues lagunaires de la baie de Rio-de-Janeiro. 
Manicauttr (P.). — Essais de localisation des phosphatases dans 
les tissus de Pelargonium zonale. 

Maruat (F.). — Voir Macrou (J.). 

Marnerre (H.). — Voir Macrov (J.). 

Martin (M™°), — Voir Lépine (P.). 

Men& (G.). — Voir Harrrrn (B.-N.). 

Mercier (P.), Prurer (J.), Caapanten (M™ P.) et Orta (M™° IBS): 
Caractéres biologiques des staphylocoques isolés d’intoxi- 
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cations alimentaires et méthodes de détection de l’enté- 
rotoxine staphylococcique . 

MorenneE (P.). — Voir Latarget (R.). 

Mutsaars (W.). — Influence des colorants basiques sur la phago- 
stase par la trypaflavine. 

— Résistance du bactériophage aux aeridiries: ay: 

NanTEL (A.). — Influence de la décongélation sur le titre du virus 
de l’encéphalomyélite équine (type Est). 

— Voir Lé&pine (P.). 

Nerrer (R.) et Barsxi (G.). — Sur une méthode de mise en 
culture de leucocytes humains a partir du sang circu- 
lant. Elli sstesay aR Ag aig toy ln iat ee 

NicoLie (Pierre), Hamon (Yves) et Epitincer (Ewald). — Recherches 
sur les facteurs qui conditionnent l’appartenance des 
bacilles paratyphiques B aux différents types bactério- 
phagiques de Felix et Callow. I. La lysogénéité des diffé- 
rents types de Salmonella paratyphi B. 

— Voir Hanon (Y.). 

Orta (M™e B.). — Voir MeERcIER (P.). 

Outs (R.) et Matsos. — Etude des séro-agglutinations de Cour- 
mont et de Hollande chez la femme enceinte. 

Ounats (A.). — Voir Corprer (Georgette). 

Tavinanis (V.). — Voir Lépine (P.). 

Picuat (P.) et Revemueau (A.). — Parallélisme entre pouvoir bacté- 
ricide in vitro et in vivo de la vitamine C et de ses pro- 
duits de désintégration et taux d’acide ascorbique. 

Pricuaup (D. et M.). et Srconp (L.). — Etude de 26 souches de 
Morazella lwoffi. See ee 

Pinier (J.). — Voir Mercier (P.). 


Pocnon (J.) et Caarvienac (MUe M.-A.). — Etude cytologique de 
Endosporus filamentosus (Pochon et Chalvignac, 1950). 
— Lasupiz (M™° J.) et Copprer (M!* O.). — Remarques sur les 


recherches relatives 4 l’action de certaines subslances 
antiparasitaires sur Ja microflore du sol. 

— Voir Preévor (A.-R.). 

Privor (A.-R.) et Hurr (M.). — Second cas francais de septicémie 

anaérobie & Corynebacterium avidum. 

— et Pocnon (J.). — Etude de l’amylolyse pacterienn dane je 
sol par la méthode de la colonne de terre amidonnée. 

— Raynaup (M.) et Taraxr (H.). — Recherches sur la thermo- 
résistance de Cl. sporogenes et le phénoméne d’entrai- 
nement des espéces peu résistantes. 


Quatreraces (H.). — Voir Carrére (L.). 
— Voir Renovux (G.). 
Quersin (Lise) et Dirxx (J.). — Etude du _ facteur lytique 
d’Anderson. eat Pay ee : 
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Raynaup (M.) [avec la collaboration technique de J. REZ 
Extraction de la toxine tétanique a partir des corps 
microbiens. : 

—~ Voir PrEvor (A.-R.). 

— Voir Satssac (R.). 

Bernié (L.). — Voir Léprne (P.). 

RENnoux (G.) et QuATREFAGES (H.). — L’identification des Brucella 
par leur activité uréasique. Comparaison avec les autres 
méthodes de différenciation. 

— et’ Roux (J.); — Action du Oe dimeyoa pioropandl: (BAL) 
seul ou associé au chloramphénicol ou a l’auréomycine 
sur quelques bactéries 4 Gram-négatif. ; 

— — Baclériostase in vitro des Brucella par la berianeyorne 
ou la streptomycine, seules ou associées au dithio- 
glycérol (BAL). : 

— — Bactériostase in vitro des ip racelta par ic 289 dimer. 
captopropano] (BAL). Synergie entre ce ats et le 
chloramphénicol ou l’auréomycine. ; 

— -— Traitement de la brucellose de la Souris par Taoee: 
tion chloramphénicol et 2,3-dimercaptopropanol. 

— Voir Carrere (L.). 

RevemLeau (A.). — Voir Picwar (P.). 

Risr (Noél). — Voir AmEeRrcAno FREIRE (S.). 

Riza (J.). — Voir Raynaup (M.). 

RopinEAux (R.). — Voir Cuoucroun (Nine). 

— Voir Dexaunay (A.). 

Roux (J.). — Voir Renovux (G.). 

Sagnz (A.) et Canetti (G.). — Les taux extrémes de la strepto- 
mycino-résistance du bacille de Koch. 

— Voir Canetti (G.). 

Saissac (R.) et Raynaup (M.). — Extraction de la toxine de Clos- 
tridium sordellii & partir des corps microbiens. : 

— — Extraction de la toxine de Welchia agni var. Wilsdoni 
(perfringens D), a partir des corps microbiens. 

Sanpor (G.) et Wertt-Facr (J.-Ch.). — La fiche réticulo- enaniie: 
liale. II. Les cinq types physio-pathologiques. ; 

SauTTeR (V.). — Voir L&pine (P.). 

Scumipr (P.). — Voir Macrou (J.). 

Seconp (L.). — Voir Pizcuaup (D. et M.). 

Secretain (G.). — Voir Macrov (J.). 

Senez (Jacques). — Etude comparative de la croissance de Sporo- 
vibrio desulfuricans sur pyruvate et sur lactate de soude. 

Sraus (Anne-Marie) et Compes (Renée). — Essais de dosage des 
antigeénes somatiques au sein de S. typhi. Dosage de 
l’antigene O dans les microbes de la souche O 901. 

Sraup (A.) et Virat (B.). — Influence de l’injection de sérum 
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spécifique sur l’immunité conférée par l inoculation de 


cultures) attémucessy mene) ae 309 
Tarpieux (P.). — Etude de deux expaces joules rad genre 
Spherophorus. . . od Ap A a a ie 
Tataxr (H.). — Voir Prévor (A. RB). 
Tuirrrry (S.). — Voir Liépine (P.). 
Tison (F.). — Association de la streptomycine et de l’antigéne 
méthylique dans le traitement des cobayes tuberculisés 
par une souche résistante. . . 210 


— Elimination des germes banaux ais ies cence destines 
a la culture du bacille de Koch. ie ae et perfec- 


tionnements. . . Be reg, 
— La coloration de Hallere montinée pour ia mise en évidence 
du bacille tuberculeux. . . 207 
— Les délais de réponse demandés par Vines” au siseeee 
de produits suspects de tuberculose.-. . more OO 
— Transport du bacille de Koch par les mouches ingens 
Durée .de la .contagiosité<: 70 See eee cee 
VarsMAN (A.). — Voir Levanrri (C.). 
VALLEE (A.). — Voir Jacotror (H.). 
ViatatT (Ch.). — Voir Béquicnon (R.). 
ViILLEMin (P.), GRumBAcH (F.) et Borer (F.). — Etude comparée de 
Vactivité in vitro et in vivo de plusieurs antibiotiques. 605 
Virat (M™ B.). — Voir Lem&érayer (E.). 
Virnat (B.). — Voir Straus (A.). 
Waupa (A.). — Les facteurs antigéniques du vibrion cholérique et 
leur détermination par agglutination microscopique. . 639 
Waat (R.) et BuuM-EMERIQUE (L.). — Ralentissement de l’adsorp- 
tion sur les bactéries e/blocage de la synthése des phages 
par certaines concentrations de phosphates. . . . . 155 


WetLt-Facr (J.-Ch.). — Voir Sanvor (G.). 
Yeu (F.). — Voir AMouREux (G.). 
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